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DESCRIPCION

La presente invencion se refiere a unas células ES de pajaro modificadas, que expresan especificamente un
gen exdégeno cuando poseen un caracter pluripotente. La invencion se refiere asimismo a un acido nucleico y a un
polipéptido expresados especificamente en las células de pajaro pluripotentes, asi como a unos métodos de deteccion
del caracter pluripotente de células que utilizan este &cido nucleico y este polipéptido.

Las células ES son unas células pluripotentes aisladas de embrion muy precoz, que son capaces de participar
en la morfogénesis de todos los tejidos incluyendo el tejido germinal, después de su transplante en unos embriones
hospedantes. Estas células han sido en primer lugar aisladas en el ratén en el que se utilizan muy ampliamente para la
creacion de animales mutantes que llevan unas modificaciones muy determinadas de su genoma. Unas células ES han
sido aisladas y caracterizadas en los pajaros (Pain et al., 1996). Estas células pueden ser utilizadas para modificar el
patrimonio genético del pollo (Etches et al., Pain et al., 1999). Un medio de cultivo que permite mantener el caracter
pluripotente de estas células de pajaros ha constituido el objeto de la solicitud de patente WO 96/12793.

La dificultad encontrada por todos los que desean aislar unas células ES en cultivo se refiere a la identificaciéon
rapida de estas células y de su caracter pluripotente. Se han utilizado varios marcadores celulares tales como la
expresion de una actividad fosfatasa alcalina (Strickland et al., 1980), la expresion de epitopos antigénicos (Kemler et
al., 1981, Solter y Knowles 1978), la expresion de proteinas especificas tales como OCT-3 (Rosner et al., 1990), la
expresion de una actividad telomerasa (Prowse y Greider 1995). Las proteinas OCT-3, REX-1, UTF-1 entre otras han
sido identificadas hasta ahora sélo en el raton. La verificacion ultima del caracter pluripotente se basa en el andlisis de
las potencialidades morfogenéticas de estas células después de su injerto en unos embriones hospedantes, lo cual
representa un ensayo muy pesado.

Otra dificultad encontrada con el cultivo de las células ES en cultivo comprende la obtenciéon de poblaciones
celulares de un grado de heterogeneidad baja y satisfactoria, y el problema del control del crecimiento en cultivo de
células no-pluripotentes. En efecto, un problema particular estd asociado a la presencia continua de ciertos tipos
celulares diferenciados, es decir que estas células son capaces de eliminar las células ES del cultivo induciendo su
diferenciacion o su muerte celular programada.

La presente invencién propone simplificar la identificacion del caracter pluripotente de células de pajaros en
cultivo, mediante la divulgacion de una secuencia nucleica (gen ens-1) expresada especificamente y selectivamente por
las células pluripotentes.

Asi, la presente invencion tiene por objeto un acido nucleico caracterizado porque comprende una secuencia
nucleica seleccionada de entre el grupo de secuencias siguientes:

a) SECID n°1, o el fragmento nucleotidico 1409-2878 de SEC ID n° 1;
b) el fragmento nucleotidico 3111-3670 de SEC ID n° 1;

c) una secuencia nucleica que presenta un porcentaje de identidad de por lo menos 80%, después de la
alineacién optima con una secuencia definida en a) o en b), que desempefia una funcién en el caracter de
pluripotencia de las células ES y que se puede utilizar como marcador del caracter de pluripotencia de las
células ES;

d) la secuencia complementaria o la secuencia de ARN procedente de la secuencia tal como se define en a), b) o
c).

Preferentemente, la base presente en 2773 de SEC ID n° 1 es una "t", codificando el codon correspondiente
entonces para una treonina.

La secuencia de acidos nucleicos segun la invencién definida en c) presenta un porcentaje de identidad de por
lo menos 80% después de la alineacion éptima con una secuencia tal como se define en a) o en b) anteriormente,
preferentemente 90%, de manera mas preferida 98%. Preferentemente, la secuencia definida en c) o en d) se compara
con una de las secuencias definidas en a).

Por acido nucleico, secuencia nucleica o de acido nucleico, polinucleétido, oligonucleétido, secuencia de
polinucledtido, secuencia nucleotidica, términos que se utilizaran indiferentemente en la presente descripcién, se
entiende designar una cadena precisa de nucleétidos, modificados o no, que permiten definir un fragmento o una region
de un acido nucleico, que comprende o no unos nucleétidos no naturales, y que puede corresponder tanto a un ADN
bicatenario, un ADN monocatenario como a unos productos de transcripcion de dichos ADN. Asi, las secuencias
nucleicas segun la invencion engloban asimismo los PNA (Peptid Nucleic Acid), o analogos.

Se debe entender que la presente invencién no se refiere a las secuencias nucleotidicas en su entorno
cromosomico natural, es decir en el estado natural. Se trata de secuencias que han sido aisladas y/o purificadas, es
decir que han sido extraidas directa o indirectamente, por ejemplo mediante copia, habiendo sido su entorno
parcialmente modificado. Se entiende asi designar asimismo los acidos nucleicos obtenidos por sintesis quimica.

Mediante la expresion "porcentaje de identidad" entre dos secuencias nucleicas o de aminoacidos en el sentido
de la presente invencioén, se entiende designar un porcentaje de nucleétidos o de residuos de aminoacidos idénticos
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entre las dos secuencias a comparar, obtenido después de la mejor alineacién, siendo este porcentaje puramente
estadistico y siendo las diferencias entre las dos secuencias repartidas al azar y sobre toda su longitud. Se entiende
designar por "mejor alineacion" o "alineacion 6ptima" la alineacién para la cual el porcentaje de identidad determinado
como anteriormente es el mas elevado. Las comparaciones de secuencias entre dos secuencias de acidos nucleicos o
de aminoacidos se realizan tradicionalmente comparando estas secuencias después de haberlas alineado de manera
6ptima, siendo dicha comparacion realizada por segmento o por "ventana de comparaciéon” para identificar y comparar
las regiones locales de similitud de secuencia. La alineacién 6ptima de las secuencias para la comparacion se puede
realizar, ademas de manualmente, por medio del algoritmo de homologia local de Smith y Waterman (1981), por medio
del algoritmo de homologia local de Neddleman y Wunsch (1970), por medio del método de busqueda de similitud de
Pearson y Lipman (1988), por medio de programas informaticos que utilizan estos algoritmos (GAP, BESTFIT, BLAST P,
BLAST N, FASTA y TFASTA en el Wisconsin Genetics Software Package, Genetics Computer Group, 575 Science Dr.,
Madison, WI). Con el fin de obtener la alineacion dptima, se utiliza preferentemente el programa BLAST, con la matriz
BLOSUM 62. Se pueden utilizar asimismo las matrices PAM o PAM250.

El porcentaje de identidad entre dos secuencias de acidos nucleicos o de aminoacidos se determina
comparando estas dos secuencias alineadas de manera 6ptima, pudiendo comprender la secuencia de acidos nucleicos
o de aminoacidos a comparar unas adiciones o unas deleciones con respecto a la secuencia de referencia para una
alineacién optima entre estas dos secuencias. El porcentaje de identidad se calcula determinando el ndmero de
posiciones idénticas para las cuales el nucledtido o el residuo de aminoacido es idéntico entre las dos secuencias,
dividiendo este numero de posiciones idénticas por el numero total de posiciones comparadas y multiplicando el
resultado obtenido por 100 para obtener el porcentaje de identidad entre estas dos secuencias.

Por secuencias nucleicas que presentan un porcentaje de identidad de por lo menos 80%, preferentemente
90%, de manera mas preferida 98%, después de la alineacién éptima con una secuencia de referencia, se entiende
designar las secuencias nucleicas que presentan, con respecto a la secuencia nucleica de referencia, ciertas
modificaciones tales como, en particular, una delecion, un truncamiento, un alargamiento, una fusion quimérica y/o una
sustitucion, en particular puntual, y cuya secuencia nucleica presenta por lo menos 80, preferentemente 90%, de manera
mas preferida 98%, de identidad después de la alineacién 6ptima con la secuencia nucleica de referencia. Se trata
preferentemente de secuencias cuyas secuencias complementarias son susceptibles de hibridarse especificamente con
la secuencia SEC ID n° 1 de la invencion. Preferentemente, las condiciones de hibridacion especificas o de fuerte
astringencia seran tales que aseguran por lo menos 80%, preferentemente 90%, de manera mas preferida 98% de
identidad después de la alineacién 6ptima entre una de las dos secuencias y la secuencia complementaria de la otra.

Una hibridacion en unas condiciones de fuerte astringencia significa que las condiciones de temperatura y de
fuerza idnica se seleccionan de tal manera que permiten el mantenimiento de la hibridacion entre dos fragmentos de
ADN complementarios. A titulo ilustrativo, unas condiciones de fuerte astringencia de la etapa de hibridacién con el fin
de definir los fragmentos polinucleotidicos descritos anteriormente son ventajosamente los siguientes.

La hibridacion ADN-ADN o ADN-ARN se realiza en dos etapas: (1) pre-hibridacion a 42°C durante 3 horas en
tampodn fosfato (20 mM, pH 7,5) que contiene 5 x SSC (1 x SSC corresponde a una disolucion de 0,15 M de NaCl +
0,015 M de citrato de sodio), 50% de formamida, 7% de dodecilsulfato de sodio (SDS), 10 x Denhardt, 5% de sulfato de
dextrano y 1% de ADN de esperma de salmon; (2) hibridacion propiamente dicha durante 20 horas a una temperatura
que depende del tamafio de la sonda (es decir: 42°C para una sonda de tamafio > 100 nucleétidos) seguida de 2
lavados de 20 minutos a 20°C en 2 x SSC + 2% de SDS, 1 lavado de 20 minutos a 20°C en 0,1 X SSC + 0,1% de SDS.
El ultimo lavado se lleva a cabo en 0,1 x SSC + 0,1% de SDS durante 30 minutos a 60°C para una sonda de tamafio >
100 nucledtidos. Las condiciones de hibridacion de fuerte astringencia descritas anteriormente para un polinucleétido de
tamafio definido pueden ser adaptadas por el experto en la materia para unos oligonucledtidos de tamafio mas grande o
mas pequefo, segun la ensefanza de Sambrook et al., 1989.

Entre las secuencias nucleicas que presentan un porcentaje de identidad de por lo menos 80%,
preferentemente 90%, de manera mas preferida 98%, después de la alineacién 6ptima con la secuencia segun la
invencion, se prefieren asimismo las secuencias nucleicas variantes de SEC ID n° 1, o de sus fragmentos, es decir el
conjunto de las secuencias nucleicas que corresponden a unas variantes alélicas, es decir unas variaciones individuales
de la secuencia SEC ID n° 1. Estas secuencias mutadas naturales corresponden a unos polimorfismos presentes en los
pajaros, en particular en las galliformes. Preferentemente, la presente invencion se refiere a las secuencias nucleicas
variantes en las que las mutaciones conducen a una modificaciéon de la secuencia de aminoéacidos del polipéptido, o de
sus fragmentos, codificados por la secuencia normal de SEC ID n° 1.

Se entiende asimismo designar por secuencia nucleica variante cualquier ARN o ADNc que resulta de una
mutacion y/o de una variacién de un sitio de corte y empalme de la secuencia nucleica genémica cuyo ADNc tiene por
secuencia SEC ID n° 1.

La invencion se refiere preferentemente a un acido nucleico purificado o aislado segun la presente invencion,
caracterizado porque comprende o esta constituido por la secuencia SEC ID n° 1, de su secuencia complementaria o de
la secuencia del ARN que corresponde a SEC ID n° 1.

Los cebadores o sondas, caracterizados porque comprenden una secuencia de un acido nucleico segun la
invencion, forman parte asimismo de la invencion.

Asi, la presente invencion se refiere asimismo a los cebadores o a las sondas segun la invencion que pueden
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permitir en particular demostrar o discriminar las secuencias nucleicas variantes, o identificar la secuencia genémica del
gen cuyo ADNCc esta representado por SEC ID n° 1, utilizando en particular un método de amplificaciéon tal como el
método PCR, o un método similar.

La invencion se refiere asimismo a la utilizacion de una secuencia de acido nucleico seleccionada de entre una
secuencia de acido nucleico segun la invencién, un fragmento de por lo menos 15 nucleétidos consecutivos de la
secuencia SEC ID n° 1 y una secuencia nucleica que se hibrida en unas condiciones de fuerte astringencia con una de
estas secuencias, como sonda o cebador, para la deteccién, la identificacidn, la dosificacion y/o la amplificacion de
secuencias de acido nucleico segun la invencion.

La invencion se refiere asimismo a la utilizacion de una secuencia de acido nucleico seleccionada de entre una
secuencia de acido nucleico segun la invencién, un fragmento de por lo menos 15 nucledtidos consecutivos de la
secuencia SEC ID n° 1 y una secuencia nucleica que se hibrida en unas condiciones de fuerte astringencia con una de
estas secuencias, como oligonucleétidos sentido o antisentido especifico de una secuencia de acido nucleico segun la
invencion.

Segun la invencién, los polinucledtidos que se pueden utilizar como sonda o como cebador en unos
procedimientos de deteccion, de identificacion, de dosificacién o de amplificacion de secuencia nucleica, presentan un
tamafio minimo de 15 bases, preferentemente de 20 bases, o mejor de 25 a 30 bases.

Las sondas y los cebadores segun la invencidon pueden ser marcados directa o indirectamente por un
compuesto radioactivo o no radioactivo mediante unos métodos bien conocidos por el experto en la materia, con el fin de
obtener una sefial detectable y/o cuantificable.

Las secuencias de polinucledtidos segun la invencion no marcadas pueden ser utilizadas directamente como
sonda o cebador.

Las secuencias son generalmente marcadas para obtener unas secuencias que se pueden utilizar para
numerosas aplicaciones. El marcado de los cebadores o de las sondas segun la invencién se realiza mediante unos
elementos radioactivos o mediante unas moléculas no radioactivas.

Entre los isétopos radioactivos utilizados, se pueden citar el 32P, el 33P, el 353, el °H o el '], Las entidades no
radioactivas se seleccionan de entre los ligandos tales como la biotina, la avidina, la estreptavidina, la dioxigenina, los
haptenos, los colorantes, los agentes luminiscentes tales como los agentes radioluminiscentes, quimioluminiscentes,
bioluminiscentes, fluorescentes, y fosforescentes.

Los polinucledtidos segun la invencidon pueden asi ser utilizados como cebador y/o sonda en unos
procedimientos que utilizan en particular la técnica de PCR (amplificacion en cadena por polimerasa) (Rolfs et al., 1991).
Esta técnica necesita la seleccion de pares de cebadores oligonucleotidicos que enmarcan el fragmento que debe ser
amplificado. Se puede, por ejemplo, hacer referencia a la técnica descrita en la patente americana US n° 4.683.202. Los
fragmentos amplificados pueden ser identificados, por ejemplo, después de una electroforesis en gel de agarosa o de
poliacrilamida, o después de una técnica cromatografica tal como la filiracion sobre gel o la cromatografia
intercambiadora de iones, y después secuenciados. La especificidad de la amplificacion puede ser controlada utilizando
como cebadores las secuencias nucleotidicas de polinucledtidos de la invencién y como matrices unos plasmidos que
contienen estas secuencias o también los productos de amplificacion derivados. Los fragmentos nucleotidicos
amplificados pueden ser utilizados como agentes reactivos en unas reacciones de hibridacion con el fin de demostrar la
presencia, en una muestra bioldgica, de un acido nucleico diana de secuencia complementaria a la de dichos
fragmentos nucleotidicos amplificados.

La invencion se refiere asimismo a los acidos nucleicos susceptibles de ser obtenidos mediante amplificacién
con la ayuda de cebadores segun la invencion.

Otras técnicas de amplificacién del acido nucleico diana se pueden utilizar ventajosamente como alternativa a
la PCR (PCR-like) con la ayuda de pares de cebadores de secuencias nucleotidicas segun la invencion. Por el término
"PCR-like" se entiende designar cualquier método que utiliza unas reproducciones directas o indirectas de las
secuencias de acidos nucleicos, o bien en las que los sistemas de marcado han sido amplificados, siendo estas técnicas
por supuesto conocidas. Generalmente, se trata de la amplificacion del ADN mediante una polimerasa; cuando la
muestra de origen es un ARN conviene efectuar previamente una transcripcion inversa. Existen actualmente numerosos
procedimientos que permiten esta amplificacion, tal como por ejemplo la técnica SDA (Strand Displacement
Amplification) o técnica de amplificacion con desplazamiento de hebra (Walker et al., 1992), la técnica TAS
(Transcription-based Amplification System) descrita por Kwoh et al. (1989), la técnica 3SR (Self-Sustained Sequence
Replication) descrita por Guatelli et al. (1990), la técnica NASBA (Nucleic Acid Sequence Based Amplification) descrita
por Kievitis et al. (1991), la técnica TMA (Transcription Mediated Amplification), la técnica LCR (Ligase Chain Reaction)
descrita por Landegren et al. (1988), la técnica de RCR (Repair Chain Reaction) descrita por Segev (1992), la técnica
CPR (Cycling Probe Reaction) descita por Duck et al. (1990), la técnica de amplificacién con Q-beta-replicasa descrita
por Miele et al. (1983). Algunas de estas técnicas han sido desde entonces perfeccionadas.

En el caso en el que el polinucleétido diana a detectar es un ARNm, se utiliza ventajosamente, previamente a la
realizacion de una reaccién de amplificacién con la ayuda de los cebadores segun la invencion o a la realizacién de un
procedimiento de deteccion con la ayuda de las sondas de la invencion, una enzima de tipo transcriptasa inversa con el
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fin de obtener un ADNc a partir del ARNm contenido en la muestra bioldgica. EI ADNc obtenido servira entonces de
diana para los cebadores o las sondas utilizadas en el procedimiento de amplificacién o de deteccion segun la invencion.

La técnica de hibridacion de sondas se puede realizar de diversas maneras (Matthews et al., 1988). El método
mas general consiste en inmovilizar el acido nucleico extraido de las células de diferentes tejidos o de células en cultivo
sobre un soporte (tales como la nitrocelulosa, el nylon, el poliestireno) y en incubar, en unas condiciones bien definidas,
el acido nucleico diana inmovilizado con la sonda. Después de la hibridacion, el exceso de sonda se elimina y las
moléculas hibridas formadas son detectadas por el método apropiado (medicién de la radioactividad, de la fluorescencia
o de la actividad enzimatica relacionada con la sonda).

Segun otro modo de realizacion de las sondas nucleicas segun la invencion, estas ultimas pueden ser utilizadas
como sondas de captura. En este caso, una sonda denominada "sonda de captura" se inmoviliza sobre un soporte y
sirve para capturar mediante hibridacion especifica el acido nucleico diana obtenido a partir de la muestra bioldgica a
ensayar y el acido nucleico diana se detecta a continuacion gracias a una segunda sonda denominada "sonda de
deteccion" marcada por un elemento facilmente detectable.

Entre los fragmentos de acidos nucleicos interesantes, se deben citar asi en particular los oligonucleétidos
antisentido, es decir cuya estructura asegura, mediante la hibridacidon con la secuencia diana, una inhibiciéon de la
expresion del producto correspondiente. Se deben citar asimismo los oligonucleétidos sentidos que, mediante la
interaccion con unas proteinas implicadas en la regulacion de la expresion del producto correspondiente, induciran o
bien una inhibicién, o bien una activacion de esta expresion.

En un modo de realizacién particular de la invencién, el acido nucleico segun la invencion codifica para un
polipéptido que posee un fragmento continuo de por lo menos 200 aminoacidos de la proteina SEC ID n° 2,
preferentemente 300 aminoacidos, de la manera mas preferida para la proteina SEC ID n° 2. Este polipéptido constituye
asimismo un objeto de la invencion.

En efecto, la presente invencién se refiere asimismo a un polipéptido aislado caracterizado porque comprende
un polipéptido seleccionado de entre:

a) un polipéptido de secuencia SEC ID n° 2;

b) un polipéptido que comprende por lo menos 80% de identidad con dicho polipéptido de a), que desempefia una
funcion en el caracter de pluripotencia de las células ES y que se puede utilizar como marcador del caracter de
pluripotencia de las células ES.

Preferentemente, el aminoacido en posicion 455 es una treonina.

Por el término "polipéptido" se entiende, en el sentido de la presente invencién, designar unas proteinas o unos
péptidos.

Preferentemente, un polipéptido segun la invencion es un polipéptido constituido por la secuencia SEC ID n° 2
(que corresponde a la proteina codificada por el gen ens-1) o por una secuencia que posee por lo menos 80% de
identidad con SEC ID n° 2 después de la alineacién 6ptima.

La secuencia del polipéptido presenta un porcentaje de identidad de por lo menos 80% después de la
alineacion optima con la secuencia SEC ID n° 2, preferentemente 90%, de manera mas preferida 98%.

Por polipéptido cuya secuencia de aminoacidos que presenta un porcentaje de identidad de por lo menos 80%,
preferentemente 90%, de manera mas preferida 98%, después de la alineacion dptima con una secuencia de referencia,
se entiende designar los polipéptidos que presentan ciertas modificaciones con respecto al polipéptido de referencia,
como en particular una o varias deleciones, unos truncamientos, unos alargamientos, una fusion quimérica y/o una o
varias sustituciones.

Entre los polipéptidos cuya secuencia de aminoacidos que presenta un porcentaje de identidad de por lo menos
80%, preferentemente 90%, de manera mas preferida 98%, después de la alineacién 6ptima con la secuencia SEC ID n°
2 o con uno de sus fragmentos segun la invencion, se prefieren los polipéptidos variantes codificados por las secuencias
nucleicas variantes tales como se han definido anteriormente, en particular los polipéptidos cuya secuencia de
aminoacidos presenta por lo menos una mutacion que corresponde en particular a un truncamiento, delecion, sustitucion
y/o adicidon de por lo menos un residuo de aminoacido con respecto a la secuencia SEC ID n° 2 o con uno de sus
fragmentos, de manera mas preferida los polipéptidos variantes que presentan una mutacion relacionada con una
pérdida de caracter pluripotente de las células que los contienen.

La presente invencion se refiere asimismo a los vectores de clonaciéon y/o de expresion que comprenden un
acido nucleico o que codifican para un polipéptido segun la invencion. Dicho vector puede comprender asimismo los
elementos necesarios para la expresion y eventualmente para la secrecion del polipéptido en una célula hospedante.
Dicha célula hospedante constituye asimismo un objeto de la invencion.

Los vectores caracterizados porque comprenden una secuencia de promotor y/o de regulador segun la
invencion forman parte asimismo de la invencién.
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Dichos vectores comprenden preferentemente un promotor, unas sefiales de iniciacion y de terminacion de la
traduccion, asi como unas regiones apropiadas de regulaciéon de la transcripcién. Deben poder ser mantenidos de
manera estable en la célula y pueden eventualmente poseer unas sefiales particulares que especifican la secrecion de la
proteina traducida.

Estas diferentes sefiales de control se seleccionan en funcion del hospedante celular utilizado. Para ello, las
secuencias de 4cido nucleico segun la invencién pueden ser insertadas en unos vectores de replicacién auténoma en el
seno del hospedante seleccionado, o unos vectores integrativos del hospedante seleccionado.

Entre los sistemas de replicacion auténoma, se utilizan preferentemente en funcién de la célula hospedante
unos sistemas de tipo plasmidico o virico, pudiendo en particular ser los vectores viricos unos adenovirus (Parricaudet et
al., 1992), unos retrovirus, unos lentivirus, unos poxvirus o unos virus herpéticos (Epstein et al., 1992). El experto en la
materia conoce las tecnologias que se pueden utilizar para cada uno de estos sistemas.

Cuando se desea la integracion de la secuencia en los cromosomas de la célula hospedante, se pueden utilizar
por ejemplo unos sistemas de tipo plasmidico o virico; dichos virus son, por ejemplo, los retrovirus (Temin, 1986), o los
AAV (Carter, 1993).

Entre los vectores no viricos, se prefieren los polinucleétidos desnudos tales como el ADN o el ARN desnudo
segun la técnica desarrollada por la compaiia VICAL, los cromosomas artificiales de bacteria (BAC, bacterial artificial
chromosome), los cromosomas artificiales de levadura (YAC, yeast artificial chromosome) para la expresion en la
levadura, los cromosomas artificiales de raton (MAC, mouse artificial chromosome) para la expresién en las células
murinas y de manera preferida los cromosomas artificiales de seres humanos (HAC, human artificial chromosome) para
la expresioén en las células humanas.

En las células de pajaros, se podran utilizar como vector de expresion unos retrovirus, unos adenovirus aviares,
unos poxvirus o bien ADN introducido mediante transfeccion o electroporacion.

Dichos vectores se preparan segun los métodos utilizados habitualmente por el experto en la materia, y los
clones que resultan de ello pueden ser introducidos en un hospedante apropiado mediante unos métodos estandares,
tales como por ejemplo la lipofeccion, la electroporacion, el choque térmico, la transformacién después de la
permeabilizaciéon quimica de la membrana, y la fusion celular.

La invencion comprende ademas las células hospedantes, en particular las células eucariotas y procariotas, con
la excepcion de las células ES humanas, transformadas por los vectores segun la invencion asi como los animales
transgénicos, preferentemente los pajaros o los mamiferos, salvo el ser humano, que comprenden dichas células
transformadas segun la invencion. En particular, la invencién comprende los animales que comprenden el gen enc-1 que
presenta unos marcadores genéticos insertados en éste.

Entre las células que se pueden utilizar en el sentido de la presente invencion, se pueden citar las células
bacterianas (Olins y Lee, 1993), pero también las células de levadura (Buckholz, 1993), asi como las células animales,
en particular los cultivos de células de mamiferos (Edwards y Aruffo, 1993), y en particular las células de ovario de
hamster chino (CHO). Se pueden citar asimismo las células de insectos en las que se pueden utilizar unos
procedimientos que utilizan por ejemplo unos baculovirus (Luckow, 1993). Un hospedante preferido para la expresion de
las proteinas de la invencién esta constituido por las células COS.

Entre las células de pajaros que se pueden utilizar, se pueden citar las células LMH de hematoma de pollo, las
células inmortalizadas de codorniz QT6, los fibroblastos primarios o inmortalizados de pollo, de codorniz, y de pato.

La invencion se refiere asimismo a una célula hospedante que contiene un acido nucleico segun la invencion,
caracterizada porque se trata de una célula ES de pajaro modificada ademas mediante la introduccion de un gen
exogeno, estando dicho gen exdgeno integrado en dicho acido nucleico segun la invenciéon y siendo Unico y
especificamente expresado cuando dicha célula se mantiene en el estado pluripotente. De manera preferida, dicho gen
exogeno es un gen informador, seleccionado de entre lacZ GFP, luciferasa, ROSA-B-geo, un gen de resistencia a un
antibiético, en particular los genes de resistencia a la neomicina, la higromicina, la fleomicina, y la puromicina.

Estas células segun la invencion son muy utiles para el cribado de compuestos que permiten inducir la
diferenciaciéon de células pluripotentes, o de medio para el cultivo de células manteniendo al mismo tiempo su caracter
pluripotente.

Otra célula hospedante de interés segun la invencion consiste en una célula de pajaro que contiene un acido
nucleico segun la invencion, modificada ademas mediante la introduccién de un acido nucleico exdgeno, estando dicho
acido nucleico exdgeno integrado en dicho acido nucleico segun la invenciéon. Segun un modo de realizacion preferido
de la invencion, dicho acido nucleico exégeno es un gen de interés terapéutico, eventualmente precedido de un
promotor espacio-temporal y/o de secuencias de terminacion. En otro modo de realizacién, dicho acido nucleico es un
marcador genético, que se puede seleccionar de entre lacZ GFP, fosfatasa alcalina, trimidina quinasa, y genes de
resistencia a los antibiéticos (entre los cuales neomicina, higromicina, fleomicina, y puromicina).

De manera preferida, las células de pajaro hospedantes descritas anteriormente estan caracterizadas porque
dicho pajaro pertenece al orden de las galliformes y es en particular un pollo o una codorniz.
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En este caso, se integra dicho gen informador bajo el control del promotor del gen ens-1 de secuencia
nucleotidica 3111-3670 de SEC ID n° 1 y/o se integra dicho acido nucleico exdgeno (gen de interés terapéutico y/o
marcador genético) en el gen ens-1.

Se puede modificar asimismo este promotor, reduciendo el nimero de nucleétidos, o introduciendo nuevos,
incluso efectuando unas mutaciones sobre ciertos nucledtidos. El experto en la materia conoce los protocolos para
efectuar dichas modificaciones, asi como para ensayar el promotor asi obtenido para la expresién en las células cepas
pluripotentes. Se ha demostrado asi en particular que se puede insertar una guanina en posicion 3654 de SEC ID n° 1
sin perder la actividad promotora del fragmento asi modificado.

Asi, la invencién se refiere asimismo a la utilizaciéon de un acido nucleico que corresponde a los nucleétidos
3111-3670 de SEC ID n° 1 como promotor de un gen de interés para una expresion especifica de dicho gen de interés
en unas células pluripotentes aviares. Un gen de interés es o bien un gen marcador (luciferasa, GFP, 3-galactosidasa,
etc.) o bien quizas un gen que codifica para una proteina tal como un factor de crecimiento, una citoquina, una proteina
implicada en el reconocimiento inmunitario, una proteina de interés terapéutico, etc. Es interesante observar que la
"TATA box" ha sido asimismo identificada, que constituye un objeto de la invencion, en los nucledtidos 3645-3651 de
SEC ID n° 1.

Una célula preferida segun la invencion es una célula 9N2.5, depositada en la Collection Nationale de Culture
des Microorganismes el 11 de mayo de 2000 con el nUmero de orden 1-2477.

Las células segun la invencién son preferentemente unas células ES pluripotentes, pero se debe entender que
la invencion se refiere asimismo a las células de pajaro diferenciadas, que se derivan de una célula ES segun la
invencidon. Se puede efectuar en particular la diferenciaciéon de estas células utilizando acido retinoico, segun las
ensefanzas de la solicitud de patente WO 96/12793.

La invencioén se refiere asimismo a los animales transgénicos, salvo el ser humano, que contienen una célula
segun la invencién. Entre los animales segun la invencion, se prefieren los pajaros, en particular los miembros del orden
de las galliformes. Estos pajaros transgénicos seran particularmente interesantes para el estudio de modificaciones en el
gen ens-1 o en su promotor.

Se puede introducir asimismo un acido nucleico segun la invencién en unos pajaros y otros animales tales
como los roedores, en particular los ratones, las ratas o los conejos, con el fin de expresar un polipéptido segun la
invencion.

Estos animales transgénicos se obtienen por ejemplo mediante recombinaciéon homdéloga sobre células cepas
embrionarias, transferencia de estas células cepas a unos embriones, selecciéon de las quimeras afectadas a nivel de las
lineas reproductoras y crecimiento de dichas quimeras. Se pueden obtener asimismo mediante microinyeccion de ADN
desnudo en el ovocito fecundado.

Los animales transgénicos segun la invencion pueden asi sobreexpresar el gen que codifica para la proteina
segun la invencién, o su gen homadlogo, o expresar dicho gen en el que se introduce una mutacioén o bien expresar un
transgén que comprende unas porciones del gen ens-1 asociadas a unas secuencias codificantes destinadas a producir
una proteina.

Alternativamente, los pajaros transgénicos segun la invencion pueden ser hechos deficientes para el gen que
codifica para el polipéptido de secuencia SEC ID n° 2, o un gen homélogo, mediante la desactivacion con la ayuda del
sistema LOXP/CRE recombinasa (Rohlmann et al., 1996) o de cualquier otro sistema de desactivacion de la expresion
de este gen.

La invencion se refiere asimismo a la utilizacion de una secuencia de acido nucleico segun la invencion para la
sintesis de polipéptidos recombinantes segun la invencion.

El método de produccién de un polipéptido de la invencién en forma recombinante, comprendido a su vez en la
presente invencion, se caracteriza porque se cultivan las células transformadas, en particular las células o mamiferos de
la presente invencion, en unas condiciones que permiten la expresién de un polipéptido recombinante codificado por una
secuencia de &cido nucleico segun la invencién, y porque se recupera dicho polipéptido recombinante.

Los polipéptidos recombinantes, caracterizados porque son susceptibles de ser obtenidos mediante dicho
método de produccion, forman parte asimismo de la invencion.

Los polipéptidos recombinantes obtenidos como se ha indicado anteriormente, pueden presentarse tanto en
forma glucosilada como no glucosilada y pueden presentar o no la estructura terciaria natural.

Las secuencias de los polipéptidos recombinantes pueden asimismo ser modificadas con el fin de mejorar su
solubilidad, en particular en los disolventes acuosos.

Dichas modificaciones son conocidas por el experto en la materia tal como, por ejemplo, la delecién de
dominios hidréfobos o la sustitucion de aminoacidos hidroéfobos por unos aminoacidos hidréfilos.

Estos polipéptidos pueden ser producidos a partir de las secuencias de acido nucleico definidas anteriormente,
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segun las técnicas de produccién de polipéptidos recombinantes conocidas por el experto en la materia. En este caso, la
secuencia de acido nucleico utilizada se dispone bajo el control de sefales que permiten su expresion en un hospedante
celular.

Un sistema eficaz de produccion de un polipéptido recombinante necesita disponer de un vector y de una célula
hospedante segun la invencion.

Estas células pueden ser obtenidas mediante la introduccién en unas células hospedantes de una secuencia
nucleotidica insertada en un vector tal como se ha definido anteriormente, y después el cultivo de dichas células en unas
condiciones que permiten la replicacion y/o la expresion de la secuencia nucleotidica transfectada.

Los procedimientos utilizados para la purificacion de un polipéptido recombinante son conocidos por el experto
en la materia. El polipéptido recombinante puede ser purificado a partir de lisados y de extractos celulares, del
sobrenadante del medio de cultivo, mediante unos métodos utilizados individualmente o en combinacion, tales como el
fraccionamiento, los métodos de cromatografia, las técnicas de inmunoafinidad con la ayuda de anticuerpos
monoclonales o policlonales especificos, etc.

Los polipéptidos segun la presente invencion se pueden obtener asimismo mediante sintesis quimica utilizando
una de las numerosas sintesis peptidicas conocidas, por ejemplo las técnicas que utilizan unas fases sélidas (véase en
particular Stewart et al., 1984) o unas técnicas que utilizan unas fases sdlidas parciales, mediante condensacién de
fragmentos o mediante una sintesis en disolucion clasica.

Los polipéptidos obtenidos mediante sintesis quimica y que pueden comprender unos aminoacidos no naturales
correspondientes estan comprendidos asimismo en la invencion.

Los anticuerpos mono o policlonales o sus fragmentos, anticuerpos quiméricos o inmunoconjugados,
caracterizados porque son capaces de reconocer especificamente un polipéptido segun la invencion, forman parte de la
invencion.

Unos anticuerpos policlonales especificos pueden ser obtenidos a partir de un suero de un animal inmunizado
contra los polipéptidos segun la invencion, en particular producido mediante recombinacién genética o mediante sintesis
peptidica, segun los modos de realizacion habituales.

Se observa asimismo el interés de anticuerpos que reconocen de manera especifica ciertos polipéptidos,
variantes, o sus fragmentos inmundgenos, segun la invencion.

Se prefieren particularmente los anticuerpos mono o policlonales o sus fragmentos, anticuerpos quiméricos o
inmunoconjugados, caracterizados porque son capaces de reconocer especificamente el polipéptido de secuencia SEC
ID n° 2.

Los anticuerpos monoclonales especificos se pueden obtener segin el método clasico de cultivo de hibridomas
descrito por Kohler y Milstein (1975).

Los anticuerpos segun la invencidon son, por ejemplo, unos anticuerpos quiméricos, unos anticuerpos
humanizados, unos fragmentos Fab o F(ab'),. Pueden presentarse asimismo en forma de inmunoconjugados o de
anticuerpos marcados con el fin de obtener una sefial detectable y/o cuantificable.

La invencion se refiere asimismo a unos métodos para la deteccion y/o la purificacion de un polipéptido segun
la invencidn, caracterizados porque utilizan un anticuerpo segun la invencion.

La invencion comprende ademas unos polipéptidos purificados, caracterizados porque se obtienen mediante un
método segun la invencion.

Por otra parte, ademas de su utilizacion para la purificacion de los polipéptidos, los anticuerpos de la invencion,
en particular los anticuerpos monoclonales, pueden ser utilizados asimismo para la detecciéon de estos polipéptidos en
una muestra bioldgica.

Constituyen asi un medio de analisis inmunocitoquimico o inmunohistoquimico de la expresion de los
polipéptidos segun la invencion, en particular el polipéptido de secuencia SEC ID n® 2 o una de sus variantes, sobre
unos cortes de tejidos especificos, por ejemplo mediante inmunofluorescencia, marcado con oro, e inmunoconjugados
enzimaticos.

Pueden permitir en particular demostrar la expresion de estos polipéptidos en los tejidos o en las muestras
bioldgicas.

Mas generalmente, los anticuerpos de la invencién se pueden utilizar ventajosamente en cualquier situacién en
la que se deba observar la expresién de un polipéptido segun la invenciéon, normal o mutado.

Asi, un procedimiento de deteccidon de un polipéptido segun la invencion en una muestra bioldgica, que
comprende las etapas de puesta en contacto de la muestra biolégica con un anticuerpo segun la invencién y de
demostracion del complejo antigeno-anticuerpo formado constituye asimismo un objeto de la invencion, asi como un kit
que permite realizar dicho procedimiento. Dicho kit comprende en particular:
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a) un anticuerpo monoclonal o policlonal segun la invencion;
b) eventualmente unos agentes reactivos para la constitucion de un medio propicio para la reacciéon inmunoldgica;

c) los agentes reactivos que permiten la deteccion del complejo antigeno-anticuerpo producido durante la reaccion
inmunolégica.

Estos anticuerpos se pueden obtener directamente a partir de suero humano, o a partir de animales
inmunizados con unos polipéptidos segun la invencion y después "humanizados".

Los anticuerpos segun la invencion son muy utiles para determinar la presencia del polipéptido SEC ID n® 2 y
permiten asi determinar el caracter pluripotente de una célula ES de pajaro.

Un procedimiento de determinacion del caracter pluripotente de una célula ES de pajaro, caracterizado porque
se determina la presencia de expresion del gen que corresponde a SEC ID n° 1 o del ARNm de SEC ID n° 1 constituye
asimismo un objeto de la invencion.

En efecto, la invencidon da a conocer la secuencia del gen ens-1, que esta especificamente expresada en las
células ES de pajaro, en particular de las galliformes, cuando éstas son pluripotentes. Los métodos de deteccion de la
expresion de un gen aplicados a este gen permiten por lo tanto conocer rapidamente la naturaleza de las células
estudiadas.

En particular, tal como se ha descrito anteriormente, se puede detectar el producto de expresién del gen,
utilizando por ejemplo unos anticuerpos segun la invenciéon, mediante transferencia western u otros métodos descritos
anteriormente.

Se puede asimismo efectuar la deteccion del ARNm de SEC ID n° 1 mediante transferencia Northern o
mediante RT-PCR utilizando una sonda o unos cebadores segun la invencion.

La deteccion de la expresion de este gen se puede efectuar asimismo utilizando un chip de ADN o un chip de
proteina, que contienen respectivamente un acido nucleico o un polipéptido segun la invencion. Dichos chips constituyen
asimismo unos objetos de la invencién.

Un chip de proteinas segun la invencion permite asimismo el estudio de las interacciones entre los polipéptidos
segun la invencion y otras proteinas o unos compuestos quimicos, y puede asi ser util para el cribado de compuestos
que interactuan con los polipéptidos segun la invencién.

Los solicitantes han mostrado que el gen ens-1 se encuentra Unicamente en los pajaros de la familia de las
galliformes. Asi, la invencion se refiere asimismo a un procedimiento de clasificacion de la pertenencia de un pajaro al
orden de las galliformes, caracterizado porque se detecta, en el genoma de dicho pajaro, la presencia de un acido
nucleico seleccionado de entre un acido nucleico segun la invencion, en particular SEC ID n°® 1, un fragmento de por lo
menos 15 nucledtidos consecutivos de la secuencia SEC ID n° 1 y una secuencia nucleica que se hibrida en unas
condiciones de fuerte astringencia con una de estas secuencias.

Esta propiedad de que el gen ens-1 se encuentren Unicamente en las galliformes permite definir un
procedimiento de determinacion de la presencia de una muestra que procede de un pajaro del orden de las galliformes
en una muestra alimenticia, caracterizado porque se detecta, en dicha muestra, la presencia de un acido nucleico
seleccionado de entre un acido nucleico segun la invencion, en particular SEC ID n° 1, un fragmento de por lo menos 15
nucledtidos consecutivos de la secuencia SEC ID n° 1 y una secuencia nucleica que se hibrida en unas condiciones de
fuerte astringencia con una de estas secuencias.

Se puede detectar la presencia de un acido nucleico segun la invencidon en una muestra bioldgica o alimenticia,
o en el genoma de un pajaro, mediante diferentes maneras. En particular, se puede definir un procedimiento de
deteccion y/o de determinacion de un acido nucleico segun la invencidon en una muestra bioldgica, o alimenticia,
caracterizado porque comprende las etapas siguientes:

a) poner en contacto dicha muestra con un polinucleétido marcado seleccionado de entre un polinucleétido segun
la invencion, un fragmento de por lo menos 15 nucleétidos consecutivos de la secuencia SEC ID n° 1 y una
secuencia nucleica que se hibrida en unas condiciones de fuerte astringencia con una de estas secuencias;

b) detectar y/o dosificar el hibrido formado entre dicho polinucledtido y el acido nucleico de dicha muestra.

Se puede proceder asimismo a la deteccién y/o a la dosificacién de un acido nucleico segun la invencion en una
muestra biolégica o alimenticia, efectuando una etapa de amplificaciéon de los acidos nucleicos de dicha muestra con la
ayuda de cebadores seleccionados de entre los acidos nucleicos segun la invencion, un fragmento de por lo menos 15
nucleotidos consecutivos de la secuencia SEC ID n°® 1 y una secuencia nucleica que se hibrida en unas condiciones de
fuerte astringencia con una de estas secuencias.

Tal como se demuestra en los ejemplos, el acido nucleico segun la invencion esta expresado en las células ES
de p3ajaro sélo cuando éstas poseen un caracter pluripotente. Por otra parte, las células ES modificadas segun la
invencion, con un gen informador expresado especificamente cuando son pluripotentes, y en particular las células 9N2.5
se pueden utilizar para cribar unos compuestos de interés.
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En particular, pueden ser utilizadas en un procedimiento de cribado de una sustancia o de un medio capaces
de inducir una diferenciacion de células pluripotentes, caracterizado porque comprende las etapas siguientes:

a) mantener las células ES, con la excepcion de las células ES humanas, segun la invencién, en un medio de
cultivo que permite el mantenimiento del fenotipo pluripotente;

b) afadir dicha sustancia en dicho medio de cultivo o sustituir dicho medio de cultivo por el medio a ensayar;

c) determinar la induccién de la diferenciacion por la ausencia de expresion de la proteina SEC ID n° 2 o del gen
exogeno.

Este procedimiento se lleva a cabo preferentemente con unas células ES modificadas por insercion de un gen
informador bajo el control del promotor del gen ens-1, y se detecta la ausencia de expresion de dicho gen informador. Se
utilizan preferentemente las células 9N2.5, y se detecta la ausencia de expresion de la B-galactosidasa.

Se pueden utilizar asimismo las células segun la invencion para cribar unas sustancias capaces de restaurar el
caracter pluripotente de células diferenciadas que se derivan de células ES de pajaro segun la invencion, modificadas
ademas por introduccion de un gen exdgeno, estando dicho gen exégeno integrado en el acido nucleico segun la
invencion y siendo Unica y especificamente expresado cuando dicha célula se mantiene en el estado pluripotente,
mediante un procedimiento que comprende las etapas siguientes:

a) mantener dichas células diferenciadas en un medio de cultivo adecuado;

b) sustituir dicho medio de cultivo por un medio que permite mantener un fenotipo pluripotente, y que contiene
dicha sustancia a ensayar;

c) determinar la restauracion del caracter pluripotente de dichas células por la expresion de la proteina SEC ID n°
2 o del gen exdgeno, en dichas células.

Este procedimiento se realiza nuevamente ventajosamente con unas células diferenciadas segun la invencion,
modificadas por insercién de un gen informador en el gen ens-1 o bajo el control de su promotor. Se utilizan
ventajosamente unas células 9N2.5 diferenciadas, que permiten la deteccién de la expresion de la $-galactosidasa.

Los procedimientos descritos anteriormente constituyen asimismo unos objetos de la invencion, asi como los
medios o sustancias obtenidos mediante dichos procedimientos.

Dicha sustancia segun la invenciéon puede ser un compuesto que tiene una estructura quimica (del tipo
pequefia molécula organica), un lipido, un azucar, una proteina, un péptido, un compuesto hibrido proteina-lipido,
proteina-azucar, péptido-lipido o péptido-azucar, una proteina o un péptido sobre el cual se han afhadido unas
ramificaciones quimicas.

Entre los compuestos quimicos previstos, éstos pueden contener uno o varios ciclos, aromatico(s) o no, asi
como varios residuos de cualquier tipo (en particular alquilo inferior, es decir que presenta entre 1 a 6 atomos de
carbono).

Es extremadamente importante determinar los genes implicados en el caracter de pluripotencia de las células
ES, o beneficiarse de un marcador de dicho caracter. En efecto, debido a la capacidad de estas células para participar
en la morfogénesis de todos los tejidos, una modificacion genética de éstas permite asegurar que el caracter buscado se
encontrara en todos los tejidos del animal formado. Por otra parte, la introduccion de genes exdgenos al locus del gen
ens-1 bajo el control de promotores de especificidad espacio-temporal variable puede permitir la obtencién de animales
transgénicos que expresan dichos genes en unos tejidos en unas etapas de desarrollo dadas. En efecto, siendo la
especificidad del gen ens-1 que se expresa sélo si la célula hospedante posee el caracter pluripotente, la introduccién de
un acido nucleico exégeno en este locus no deberia molestar el desarrollo del embrién.

Se puede por lo tanto introducir unos genes de interés terapéutico, por ejemplo que codifican para unas
proteinas terapéuticas (hormonas, factores de crecimiento, linfoquinas), con el fin de poder producir estas proteinas
durante el desarrollo del embrién. En efecto, puede ser muy interesante producir unas proteinas terapéuticas en los
huevos, cuya cascara asegura un entorno estéril.

Se pueden utilizar asimismo unas células pluripotentes segun la invencion con el fin de hacer que colonicen el
tejido germinal de animales, en particular de pajaros, de manera mas preferida del orden de las galliformes, con el fin de
que unos caracteres genéticos particulares puedan ser transmitidos a sus descendientes. Esto permite la mejora de
razas industriales de pollos, de pavos, de codornices u otros de manera particularmente interesante econémicamente.

Se pueden utilizar asimismo los compuestos seleccionados de entre:
a) un acido nucleico segun la invencion;
b) un polipéptido segun la invencién;

C) un vector segun la invencion;
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d) una célula segun la invencion;
e) un anticuerpo segun la invencion;

a titulo de medicamento con el fin de permitir, segun el caso, la restauracion del caracter pluripotente de células
de pajaros, o por el contrario, de inducir la diferenciacion de células ES.

La presente invencién abre por lo tanto la via a una mejor caracterizaciéon del caracter pluripotente de las
células ES, proporcionando la secuencia de un marcador de estas células. Sin embargo, queda por determinar si este
gen es un factor esencial de este caracter. Asi, la introduccion del gen ens-1 en unas células diferenciadas, por ejemplo
sobre un plasmido bajo el control de un promotor adaptado, y el estudio de la restauracion eventual del caracter
pluripotente de estas células permitira responder a esta pregunta. Entre los promotores adaptados, se seleccionara un
promotor inducible, por ejemplo con un azucar, y se determinara el caracter pluripotente de las células cuando se deja
de inducir la expresion del gen sobre el plasmido. Se puede construir asimismo un plasmido que conduce a una escision
del gen ens-1 después de un cierto tiempo (por ejemplo disponiéndolo entre dos secuencias loxP, e introduciendo un
segundo plasmido que codifica para la recombinasa Cre). Para determinar el caracter pluripotente de las células, puede
ser ventajoso utilizar las células 9N2.5 segun la invencién, y buscar la expresiéon de la B-galactosidasa después de la
introduccion del plasmido que codifica para ens-1.

Si es posible determinar que el gen ens-1 es inductor del caracter pluripotente de las células, se puede realizar
un procedimiento de restauracion de dicho caracter (asimismo objeto de la invencién), caracterizado porque se expresa
el gen ens-1 en unas células diferenciadas. Se pueden utilizar los métodos descritos anteriormente, proporcionandoles
ciertas mejoras conocidas por el experto en la materia.

Los ejemplos siguientes permiten ilustrar la invencién y no deben ser considerados como limitativos de la
invencion.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1: Estructura del vector ROSA-f-geo utilizado para transformar las células ES.

Figura 2: analisis de la expresion del transcrito ROSA-B-geo mediante RT-PCR en las células 9N2.5 durante la
induccién de la diferenciacion por el acido retinoico (+RA), el DMSO (+DMSQ) o los dos simultaneamente (+RA+DMSO).
El medio de control no contiene ningun factor inductor.

Figura 3: analisis de la expresion del transcrito ROSA-B-geo mediante transferencia Northern durante la
induccion de la diferenciacion por el acido retinoico. La transferencia se hibrida con una sonda LacZ.

Figura 4: analisis de la expresion del transgén ROSA-3-geo mediante revelacion de la actividad B-galactosidasa
en unos embriones quiméricos para las células 9N2.5.

Figura 5: analisis mediante PCR de la presencia del transgén ROSA-3-geo en los embriones quiméricos. Se ha
extraido ADN o bien de células 9N2.5, o bien del embrién quimérico de 48 horas o 4 dias de edad, que resulta del
transplante de las células 9N2.5, o bien de embridn de control de 48 horas o de 4 dias de edad.

Figura 6: deteccion mediante transferencia Southern de la presencia del transgén ROSA-B-geo en el ADN
gendmico de las células 9N2.5 después de la digestion mediante EcoRlI (E) o Dral (D).

Figura 7: deteccion mediante transferencia Northern de la presencia de un transcrito que comprende el
transgén ROSA-3-geo, mediante hibridacion con una sonda Lac Z.

Figura 8: A. andlisis mediante transferencia Northern de la expresion del gen ens-1 en unas células ES
normales de pollo y en las células 9N2.5, después de la hibridacién por las sondas C1, S1 y S2. B. estructura del ADN
complementario del gen ens-1. (RS = secuencias repetidas, ORF = marco de lectura). Las flechas representan las
sondas C1, S1y S2 utilizadas para la hibridacion.

Figura 9: andlisis mediante transferencia Northern de la expresion de los transcritos ens-1 en las células cepas
embrionarias normales de pollo, en las células 9N2.5, en el embrién de pollo en diferentes etapas de desarrollo y en
diferentes 6rganos de polluelo. Los ARN poliA+ aislados a partir de los ARN totales han sido hibridados sobre las
transferencias con las sondas C1 o S1, o con una sonda de control GAPDH.

Figura 10: analisis de la expresion del transcrito ens-1 en el embrién de pollo mediante hibridacion in situ.

Figura 11: Amplificacion mediante PCR realizada sobre el ADN gendmico de diferentes especies aviares con
los cebadores ens1 S1 (SEC ID n® 14) y ens1 AS1 (SEC ID n°® 15).

Figura 12: esquema de la organizacion de los LTR de retrovirus, de la organizacion esperada para el gen ens-1,
asi como de las dos construcciones utilizadas para la identificacion del promotor.

Figura 13: actividad de los promotores en diferentes lineas celulares (S: promotor sentido, AS: promotor
antisentido)
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Figura 14: actividad del promotor 2 (figura 12) durante la diferenciacion de las células ES.
EJEMPLOS

EJEMPLO 1: Construccién de una célula ES de pollo que contiene un marcador genético de la pluripotencia

Con el fin de identificar un gen especificamente expresado en las células ES pluripotentes, se ha seguido la
estrategia denominada de "captura de gen" (gen trap). Esta estrategia consiste en introducir, en el genoma de las
células ES, un gen marcador que comprende una secuencia codificante exdgena pero que esta desprovisto de promotor
propio. La insercion aleatoria de este marcador en el genoma de la célula conducira en ciertos casos a disponer este
gen exdgeno corriente abajo de un promotor propio del genoma celular. EI gen exégeno adopta, en esta configuracion,
una regulacion de expresion muy similar, si no idéntica, a la del gen el en que se inserta. El seguimiento de la expresion
del gen marcador en las células asi modificadas informa entonces sobre el patron de expresiéon del gen celular asi
"marcado".

Como sistema de captura de gen, los inventores han utilizado el que explota las propiedades del vector ROSA[]
B-geo descrito por Friedrich y Soriano (1991). Este sistema esta constituido por un pldsmido que contiene los dos genes
respectivamente LacZ y Neo" fusionados entre si en el orden 5'-3'". Este gen de fusion codifica para una proteina Unica
LacZ-Neo que confiere a las células que la producen al mismo tiempo la resistencia al G418 y la actividad BC
galactosidasa. La estructura del plasmido esta representada en la figura 1. Este plasmido ha sido cortado por la enzima
Dral que induce su linealizacion. El pldsmido linealizado ha sido introducido en unas células ES de pollo mediante la
técnica de electroporacion. Para ello, se ha utilizado un cultivo de células ES de pollo mantenido en las condiciones
descritas en Pain et al. (1996). Las células ES se recogieron a partir de cajas de cultivo mediante tratamiento con
pronasa. Las células en suspension han sido lavadas y suspendidas en medio de Glasgow a la concentracion de 5 x 10°
en 0,8 ml. Diez microgramos de plasmido linealizado han sido afiadidos a la suspension celular que se mantuvo durante
10 minutos a 4°C. Después, la suspension se sometidé a un tratamiento de electroporacion que consiste en 2
simulaciones eléctricas en las condiciones siguientes: 280 V, 500 mF en una cuba de 1 mm de grosor en un aparato
BioRad electroporator. Las células han sido después mantenidas durante 10 minutos a 4°C antes de ser inoculadas en
cultivo segun el procedimiento descrito en Pain et al. (1996), incorporado a titulo de referencia. Treinta y seis horas
después los cultivos han sido adicionados con G418 a la concentracion de 250 pg/ml. El medio de cultivo que contiene
el G418 ha sido después cambiado todos los dias durante 4 dias, y después cada dos dias. Unos clones de células ES
resistentes al G418 se han vuelto visibles después del sexto dia. Se recogieron individualmente entre 8 y 10 dias
después del inicio del cultivo. Estos clones se inocularon individualmente en medio de cultivo fresco que contiene G418
con el fin de ser amplificados. Después, se conservaron en nitrogeno liquido.

En las células electroporadas, la expresion del marcador ROSA-B-geo ha sido analizada mediante la
identificacion in situ de la actividad B-galactosidasa segun el procedimiento siguiente. Las células en suspension se
fijaron a 4°C durante un tiempo de 30 minutos en una mezcla a base de PBS que contiene 1% de formaldehido, 0,2% de
glutaraldehido y 0,02% de Nonidet P-40. Las células se incubaron después a 37°C durante un tiempo que puede estar
comprendido entre 1 y 24 horas en PBS que contiene 1 mg/ml de 5-bromo-cloro-3-indolil 3-D-galactopurandsido, 5 mM
de K3Fe (CN)g, 5 mM de K;Fe(CN)g, 2 MM de MgCl, y 0,02% de Nonidet P-40. Las células que expresan el marcador B[]
galactosidasa estaban coloreadas en azul.

El objetivo era identificar unas células ES en las que el vector ROSA-3-geo estuviera insertado corriente abajo
de un promotor que funcionaria sélo en unas células ES cuando éstas son pluripotentes. Después de la caracterizacion
de varios clones, se ha seleccionado un clon, denominado 9N2.5, que presentaba la reaccién positiva del ensayo B[
galactosidasa sélo cuando las células estaban mantenidas en unas condiciones de cultivo asegurando la persistencia
del caracter pluripotente de las células tales como se describen en Pain et al. (1996). La positividad del ensayo se perdio
cuando las células 9N2.5 fueron inducidas en la diferenciacion (véase mas adelante).

El clon 9N2.5 ha sido amplificado en cultivo in vitro y después almacenado en forma viable por congelacién en
nitrégeno liquido.

EJEMPLO 2: Caracterizacion de las células 9N2.5

Las células 9N2.5 han sido mantenidas en las condiciones de cultivo descritas por Pain et al. (1996) para las
células ES de pollo. En estas condiciones se ha verificado que las células 9N2.5 presentaban la morfologia, la actividad
telomerasa y los epitopos antigénicos caracteristicos de las células ES de pollo tales como los descritos por Pain et al.
Estas células son asimismo capaces de formar unos cuerpos embrioides, como las células parentales. La
electroporacion, la seleccion en el G418 y la amplificacion ulterior de estas células no habian alterado por lo tanto
posteriormente sus caracteres de células ES.

Para analizar la expresion del marcador ROSA-B-geo en las células diferenciadas, las células 9N2.5 fueron
inducidas en la diferenciacién segun los procedimientos descritos en Pain et al. Estas células fueron cultivadas en
ausencia de células nutritivas, en ausencia de LIF y de citoquinas y en presencia o bien de acido retinoico a la
concentracién de 5 x 10® M, o bien de DMSO a la concentraciéon de 1%. En algunos cultivos, el acido retinoico y el
DMSO fueron afiadidos simultaneamente. En los medios que inducen la diferenciacién de las células ES se ha podido
observar la aparicion de células diferenciadas idénticas a las que fueron descritas inicialmente por Pain et al. (1996) en
las mismas condiciones.
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Después de 4 dias de cultivo en los medios de diferenciacion, las células se volvieron completamente negativas
para el ensayo de la actividad -galactosidasa. Con el fin de confirmar la ausencia de expresion del transgén ROSA-B[1
geo, su expresion fue seguida o bien por la busqueda de los ARNm LacZ o bien por la técnica de RT-PCR. Para ello, los
cebadores SEC ID n° 3 y SEC ID n° 4 fueron utilizados:

Tal como se muestra en la figura 2, la cantidad de ARN producida por el transgén ROSA-B-geo no cambia
durante los 5 dias de cultivo de las células en el medio de cultivo que mantiene la pluripotencia (medio ES). Por el
contrario, en los medios de cultivo de diferenciacién que contienen o bien el acido retinoico solo, o bien el DMSO, o bien
el acido retinoico y el DMSO, la cantidad de ARNm ROSA-3-geo disminuyd en gran medida después de 4 dias de
cultivo. Para confirmacién, los ARNm ROSA-B-geo fueron analizados asimismo mediante la técnica de transferencia
Northern utilizando una sonda marcada especifica de la secuencia LacZ. Tal como se ha mostrado en la figura 3, en
presencia de acido retinoico, los ARNm LacZ se volvieron casi indetectables después de dos dias de cultivo mientras
gue su expresion se mantenia en el medio de cultivo desprovisto de acido retinoico.

Conclusion

Las células 9N2.5 expresan selectivamente el transgén ROSA-B3-geo cuando se mantienen en el estado
pluripotente. La expresion del transgén se detiene muy rapidamente después de la induccién de la diferenciacion de
estas células en cultivo.

EJEMPLO 3: Ensayo de la expresion del transgén ROSA--geo en las células 9N2.5 in vivo

Con el fin de analizar las potencialidades de desarrollo de las células 9N2.5 y la expresion del transgén ROSA[
B-geo en un embridn in vivo, las células 9N2.5 han sido injertadas en unos embriones de pollo en la etapa X segun la
escala de Eyal-Giladi y Kochav (1976) (escala E-G&K) segun el protocolo descrito por Pain et al. (1996). La presencia
de los descendientes de las células inyectadas ha sido buscada en los embriones en diferentes etapas de desarrollo
después del injerto, mediante el ensayo de la B-galactosidasa. Tal como se ha ilustrado en la figura 4, unas masas de
células positivas para p-galactosidasa fueron detectadas en el epiblasto de los embriones que han alcanzado la etapa
XIll en los embriones inyectados. Estas células positivas fueron identificadas soélo en el epiblasto de la zona pelucida.
Mas tarde durante el desarrollo, en la etapa de la gastrulacién, etapa 5 segun la escala de Hamburger y Hamilton (H&H),
unas células positivas fueron encontradas sélo en la linea primitiva y el crecimiento germinal extra-embrionario. En la
linea primitiva, las células fueron identificadas en algunas masas en su mayoria localizadas en el nudo de Hensen. En la
etapa 13 (escala H&H), unas células positivas fueron encontradas sélo en el seno romboidal que corresponde a la placa
neural todavia abierta en la parte caudal del embrion. Mas tarde durante el desarrollo embrionario, unas células positivas
han sido encontradas sélo en forma de células muy raras aisladas en ciertos tejidos de origen nervioso, asi como en los
esbozos gonadicos.

Con el fin de verificar si, a pesar de la negatividad de la reaccion B-galactosidasa, de los descendientes de las
células 9N2.5 habian colonizado bien en numero los tejidos de embriones mayores, la presencia del transgén ROSA-B(]
geo ha sido buscada mediante PCR en el ADN extraido a partir de embrion completo de 2 6 4 dias de edad de
desarrollo. Tal como se muestra en la figura 5, una banda caracteristica del transgén ROSA-B-geo ha podido ser
detectada, demostrando que las células descendientes de las células 9N2.5 injertadas estaban presentes por lo menos
4 dias después del injerto.

Algunos embriones inyectados con unas células 9N2.5 han terminado su desarrollo y han dado lugar a
polluelos. La busqueda de las secuencias del transgén ROSA-B-geo ha sido realizada sobre el ADN aislado de diversos
tejidos mediante la técnica de PCR. Asi, en dos polluelos analizados se ha revelado la presencia del transgén en la piel,
la molleja, y el higado. Todos estos tejidos no presentaban ninguna actividad B-galactosidasa, lo cual demuestra que los
transgenes estaban presentes en unas células diferenciadas procedentes de las células 9N2.5 injertadas.

Conclusioén

Las células 9N2.5 son por lo tanto capaces de colonizar un embridon hospedante y de desarrollarse en el
mismo. Sin embargo, la expresion del transgén ROSA-f-geo sigue siendo limitada en las células muy pronto después
del transplante en el embriéon asi como en raras células presentes en algunos tejidos tales como las gonadas o el
sistema nervioso. Teniendo en cuenta las observaciones efectuadas sobre las células 9N2.5 en cultivo, se puede
imaginar razonablemente que la expresion del transgén ROSA-B-geo en las células in vivo se limita a las células que no
estan todavia implicadas en la diferenciacion.

El conjunto de estos datos obtenidos in vitro e in vivo a partir de las células 9N2.5 lleva a suponer que el
transgén ROSA-B-geo esta insertado en un locus del genoma de estas células cuya actividad transcripcional es
especifica de unas células ES en el estado pluripotente.

EJEMPLO 4: Proliferaciéon de las células 9N2-5 in vivo

Con el fin de analizar si las células 9N2.5 eran capaces de proliferar en ciertos compartimentos del embrién, se
han extraido después de 7 dias de incubacién dos embriones inyectados. Los embriones han sido cortados
arbitrariamente en 3 partes: la cabeza, el tronco incluyendo los esbozos de los miembros superiores, y la cola incluyendo
los esbozos de los miembros inferiores. Estas partes han sido disociadas en la pronasa y la suspension celular
inoculada en cultivo segun el procedimiento de cultivo descrito por Pain et al (1996). Una selecciéon con G418 a
250 pg/ml se realizd durante 6 dias. Aparecieron algunos focos de células resistentes en todos los cultivos, pero la
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frecuencia de estos focos era mucho mas elevada en los cultivos inoculados a partir de la parte posterior de los
embriones. Las células resistentes al G418 procedentes de este cultivo fueron re-inoculadas para ser amplificadas, 7
dias después de la inoculacién inicial. Una parte de estos cultivos paralelos fue ensayada positivamente para la
expresion de la actividad B-galactosidasa. Este enfoque ha permitido para uno de los 2 embriones ensayados, mantener,
amplificar e incluso congelar, en forma viable, unas células positivas para la p-galactosidasa, resistentes al G418 y que
presentaban una morfologia idéntica a la de las células 9N2.5 inyectadas. Las células procedentes del segundo embrién,
a pesar de ser positivas para la actividad B-galactosidasa, han proliferado sélo lentamente y no han podido ser
suficientemente amplificadas.

Conclusion

Estos resultados muestran por lo tanto que ciertas células 9N2.5 son capaces de mantenerse en forma de
células ES en ciertas regiones del embridn. Estas células corresponden aparentemente a las raras células positivas para
la B-galactosidasa identificadas sobre los pares de embriones inyectados con las células 9N2.5 (véase anteriormente).
Con respecto a su localizaciéon en la parte posterior del embridn, se puede sugerir que ciertas de las células que
conservan los caracteres de las células 9N2.5 in vivo corresponden a unas células EG tales como se han descrito en el
ratéon y en el ser humano (Matsui et al. 1992, Shambilott et al., 1998). Las células EG son unas células precursoras de
las células germinales que poseen unas propiedades de pluripotencia y unos caracteres citolégicos muy proximos a los
de las células ES.

EJEMPLO 5: Utilizacién de las células 9N2.5 para un cribado de sustancias

Las células 9N2.5 presentan una expresion de la B-galactosidasa fuerte cuando se encuentran en un estado
indiferenciado. Esta expresién se pierde durante una induccién de diferenciacion. Esta propiedad se puede aprovechar
para ensayar diferentes moléculas inductoras o promotoras de la diferenciacién o para ensayar unas moléculas no
inductoras. Las células 9N2.5 pueden asi ser utilizadas como soporte de ensayo para identificar unos lotes de suero
apropiados para el cultivo de células ES o bien para su diferenciacion. Para ello, las células se inoculan en un medio
idéntico al utilizado para mantener las células parentales. En este medio, el suero de referencia se sustituye por los
diferentes sueros a ensayar, a diferentes concentraciones eventualmente. Las inoculaciones se realizan a muy baja
densidad (2 x 10* células por caja de 35 mm) y las células se cultivan durante 4 dias. Las células son entonces fijadas,
coloreadas para revelar la actividad B-galactosidasa y se estimé el numero de focos positivos. EI numero de focos
positivos esta en relacion directa con la capacidad del suero para mantener la auto-renovacion de las células ES. Este
ejemplo puede ser extendido al ensayo de sustancias diversas, naturales o de sintesis.

Conclusion

Las células 9N2.5 pueden ser utilizadas para cribar unas sustancias sobre su aptitud para inducir la auto-
renovacion o la diferenciacion de células ES en cultivo.

EJEMPLO 6: Identificacion del locus de integracion del transgén ROSA-B-geo en las células ES 9N2.5

En un primer enfoque hacia la identificacién del locus de integracion del transgén ROSA-B-geo en las células
9N2.5, se ha efectuado un analisis del ADN gendmico de las células 9N2.5 mediante la técnica de transferencia
Southern. EI ADN de las células 9N2.5 fue digerido por la enzima de restriccién EcoRI o por la enzima Dral que cortan
cada una el transgén ROSA-f3-geo sélo en un sitio unico. Después de la migracion electroforética del ADN digerido, los
filtros fueron hibridados con una sonda especifica del fragmento LacZ. Tal como se muestra en la figura 6, una sola
banda ha sido identificada en estas condiciones en cada una de las digestiones practicadas. No se identificé ninguna
banda en el ADN de células ES normales de pollo que no contienen el transgén ROSA-B-geo. Estos resultados
demuestran que, en las células 9N2.5, una sola copia del transgén ROSA-B-geo estd integrada.

En un segundo tiempo, se ha analizado el tamafio del ARNm transcrito a partir del transgén. Se ha analizado
ARN de células 9N2.5 mediante transferencia Northern con una sonda LacZ. Tal como se muestra en la figura 7, se ha
revelado un solo transcrito de tamarfio de 4,7 kb. Este transcrito no esta presente en el ARN de células ES normales.
Teniendo en cuenta la longitud esperada de la secuencia que debe ser transcrita en el transgén ROSA-3-geo, es decir
3,9 kb, se debe imaginar que el transcrito revelado en las células 9N2.5 contiene aproximadamente 0,8 kb de
secuencias procedentes del gen celular en el que se inserta el transgén. Estas secuencias celulares pueden situarse en
el ARNm o bien en direccién 5', o bien en direccion 3', o bien estar repartidas por ambos lados de la secuencia transcrita
del transgén ROSA-B3-geo. Con el fin de buscarlas en la regién 5', se ha utilizado la técnica 5'-RACE utilizando el kit
Marathon de la companiia Clontech.

A partir de ARN de células 9N2.5, se sintetizé una hebra de ADN complementaria utilizando un cebador
especifico de la region LacZ, cebador de secuencia (SEC ID n° 5).

Después de la sintesis de la segunda hebra complementaria de esta primera hebra, el ADN complementario de
doble hebra fue unido al adaptador suministrado en el kit Marathon cuya secuencia es SEC ID n° 6. El conjunto de la
secuencia fusionada fue después amplificada mediante la técnica de PCR utilizando los cebadores SEC ID n°® 7 y SEC
ID n° 8.

La amplificacion fue realizada sobre una maquina 2400 Perkin Elmer en las condiciones siguientes: 94°C

durante 30 segundos, después 5 ciclos a 94°C de 5 segundos cada uno, después 4 minutos a 72°C, después 5 ciclos a
94°C de 5 segundos cada uno, después 4 minutos a 70°C, después 25 ciclos a 94°C de 5 segundos cada uno, y
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después 4 minutos a 68°C. Un producto de amplificacién de 400 pares de bases fue identificado. Este fragmento
denominado F1 fue clonado en un plasmido para ser amplificado, y después se determind su secuencia exacta. A
continuacion se han buscado unas secuencias situadas corriente abajo de la secuencia F1 sobre el ARNm transcrito en
las células ES utilizando la técnica de RT-PCR. Para ello, el ARN de las células ES normales fue utilizado como matriz
para sintetizar un ADN complementario por cebado mediante un cebador P3 de secuencia SEC ID n° 9.

El ADN complementario monocatenario fue después amplificado mediante PCR por medio de los cebadores
SEC ID n°® 10 que corresponden a la secuencia 5' del fragmento inicialmente amplificado por la técnica 5'-RACE, y SEC
ID n° 11.

Un fragmento denominado C1 fue asi amplificado y después clonado en un plasmido. Se determino la
secuencia exacta de C1 (SEC ID n°® 12).

Con el fin de confirmar que la secuencia C1 esta bien en los ARNm que contienen asimismo la secuencia LacZ
en las células 9N2.5, se ha efectuado una amplificacion mediante RT-PCR sobre los ARNm procedentes de estas
células utilizando los cebadores respectivos P4 (SEC ID n°® 13), especifico del fragmento C1, y LacZB (SEC ID n° 8),
especifico de la secuencia LacZ.

Se identificé un fragmento de 331 pares de bases. El tamafio de este fragmento corresponde al esperado, lo
cual indica que la secuencia C1 y la secuencia LacZ se encuentran bien en un mismo ARNm. La confirmacion fue
asimismo aportada porque la secuencia C1 debe ser especifica del gen celular en el que se inserta el transgén ROSA-BC
geo. Este gen se ha denominado ens-1 (embryonic normal stem cell gene).

Con el fin de verificar que el gen ens-1 produce bien un ARN mensajero, los ARN de células ES normales de
pollo han sido analizados mediante la técnica de transferencia Northern por medio de la sonda C1. Tal como se ha
mostrado en la figura 8A, la sonda C1 identifica un ARN principal de tamafo préximo a 4,7 kb asi como dos ARN
marcados muy débilmente de aproximadamente 10 kb a y kb respectivamente.

A partir de la secuencia C1, se ha realizado la clonacién del ARNm completo transcrito a partir del gen ens-1.

Para ello, un banco de ADNc construido a partir de ARN poliadenilados aislados de las células ES de pollo ha
sido cribado con unas sondas preparadas a partir del fragmento C1.

Un ADN complementario de 4,2 kpb ha sido aislado. Con el fin de verificar si este ADNc es bien representativo
del ARNm transcrito a partir del gen ens-1, se han preparado dos sondas nucleotidicas, respectivamente S1 y S2, que
corresponden a dos fragmentos diferentes de este ADNc situados corriente abajo de la secuencia C1. Estas dos sondas
han sido utilizadas para identificar, mediante la técnica de transferencia Northern, los ARN correspondientes aislados de
las células ES normales de pollo. Tal como se ha mostrado en la figura 8A, estas dos sondas identifican un ARN de
tamafio préximo a 4,5 kb, idéntico al del ARN mayoritario identificado anteriormente con la sonda C1. Tal como se
muestra mas adelante, el patron de expresion de este ARN identificado con las sondas S1 y S2 es idéntico al del ARN
mayoritario identificado con la sonda C1 en las células ES normales.

El conjunto de estos datos sugiere en gran medida que las sondas C1, S1 y S2 reconocen el mismo ARNm
ens-1 en las células ES normales de pollo.

La secuencia del ARNm ens-1 esta presentada en la SEC ID n° 1, y la estructura del ADNc esta presentada en
la figura 8B. El analisis de esta secuencia revela un marco de lectura de gran longitud que puede codificar para una
proteina de 49 aminoacidos cuya secuencia esta representada por SEC ID n° 2. Se debe observar que la secuencia C1
es polimdrfica y que la obtenida a partir del clon de ADNc, y representada en SEC ID n° 1, es ligeramente diferente de la
obtenida anteriormente mediante 5'RACE (SEC ID n° 12).

Con el fin de verificar si el gen ens-1 corresponde bien al gen en el que se inserta el transgén ROSA-B-geo en
las células 9N2.5, el patrén de expresion del gen ens-1 durante el desarrollo embrionario del pollo y durante la
diferenciacion de las células ES de pollo en cultivo ha sido analizado utilizando la técnica de transferencia Northern.

Tal como se muestra en la figura 9, la sonda C1 y la sonda S1 identifican el mismo ARN de 4,5 kb en los ARN
extraidos de embrién de pollo normal de 48 horas. La intensidad de la sefial disminuye en gran medida en los ARN
extraidos de embriones mas mayores, tales como los embriones de 3 dias y de 4 dias. La sefial desaparece en los ARN
extraidos de embriones de 7 dias o de 18 dias de edad. Es nula en los ARN extraidos de diversos tejidos de polluelos
tales como el higado, el musculo, la molleja, el cerebro, el corazén, el ojo, el hueso o la piel.

Con el fin de determinar mas precisamente el patron de expresion del gen ens-1 durante las primeras etapas
del desarrollo del embrién de pollo, los ARNm ens-1 han sido buscados mediante la técnica de hibridacién in situ sobre
el embridn total. Los resultados se presentan en la figura 10. Una sefial muy fuerte fue observada en la zona peltcida
del embrion en las etapas X y XllI (escala E-G&K). En los embriones en la etapa 2 (escala H&H), la sefial se encontro
so6lo en la zona pelucida con una fuerte dominancia en la regién de la linea primitiva. En la etapa 5 (escala H&H) la sefial
fue encontrada en el nucleo de Hensen y en la region rostro-caudal de la linea primitiva, asi como en una forma muy
pronunciada en el crecimiento germinal en posicion anterior del embrion. En unas etapas mas avanzadas del desarrollo
embrionario, no se detecté ninguna sefial significativa. Los mismos patrones de expresion fueron observados con las
sondas C1y S1.
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Conclusion

El gen ens-1 presenta una expresion especifica de las células ES de pollo indiferenciadas y de las etapas muy
precoces de la embriogénesis. La expresion del gen se vuelve mas débil, incluso indetectable, después del final de la
gastrulacion.

El gen ens-1 constituye por lo tanto un marcador muy especifico de las células embrionarias indiferenciadas, ya
estén presentes estas células en el embrién o ya sean mantenidas en este estado en cultivo in vitro. El gen ens-1 es
asimismo especifico de las células del crecimiento germinal y por lo tanto de las células precursoras de los gametos.

EJEMPLO 7: Conservacion del gen ens-1 durante la evoluciéon

Con el fin de analizar el grado de conservacion del gen ens-1 durante la evolucién, se ha utilizado una sonda
especifica del gen ens-1 de pollo para hibridar ADN gendmico que procede de diversas especies animales mediante la
técnica de transferencia Southern (no mostrado). Se ha utilizado asimismo la técnica de amplificacién de secuencia
nucleica por PCR entre dos cebadores especificos del gen ens-1 (SEC ID n° 14 y SEC ID n° 15), utilizando el protocolo:
96°C durante 3 minutos, (96°C durante 30 s, 62°C durante 30 s, 72°C durante 30 s, 10 ciclos), (96°C durante 30 s, 57°C
durante 30 s, 72°C durante 30 s, 10 ciclos), (96°C durante 30 s, 52°C durante 30 s, 72°C durante 30 s, 20 ciclos). Los
resultados presentados en la figura 11 muestran que unas secuencias homoélogas se encuentran Unicamente en el orden
de las galliformes (pollo, codorniz, pavo, faisan, perdiz roja, perdiz gris). Se debe observar que no se encuentra ningun
homélogo para ens-1 en los mamiferos (no mostrado).

EJEMPLO 8: Identificacion en el gen ens-1 de una secuencia promotora de transcripcién cuya actividad es
especifica de las células cepas embrionarias

El gen ens-1 ha sido identificado por lo tanto como un gen especificamente expresado en las células cepas
embrionarias de pollo.

Una regién promotora cuya actividad transcripcional es especifica de las células ES indiferenciadas de pollo ha
sido identificada en el gen ens-1. Las aplicaciones son importantes porque esto permite disponer asi de una herramienta
genética que permitiria apuntar a la expresion de un transgén especificamente en las células cepas embrionarias y
aparentemente asimismo en los embriones de pollo en la etapa anterior a la gastrulacion.

La presencia de secuencias repetidas en los extremos del transcrito ens-1 sugeria que estas secuencias se
parecian a las secuencias LTR (long terminal repeat) de los retrovirus. Las LTR de retrovirus estan regionalizadas en
tres partes, respectivamente U3, R y U5 (en el sentido 5'-3'). En el genoma retrovirico, la regién U3 es capaz de activar
la transcripcion a veces con un control tejido-especifico. En los ARN mensajeros retroviricos, una copia de las
secuencias R-U5 se encuentra en 5' y una copia de las secuencias U3-R se encuentra en 3'.

Por analogia con la estructura de las LTR de retrovirus, las regiones que pueden corresponder a las regiones
U3, Ry U5 de los retrovirus han sido identificadas en el ARN mensajero del gen ens-1. La secuencia identificada como
repetida en los dos extremos del transcrito ens-1 corresponde a la regiéon R y la secuencia que corresponderia a la
region U3 se localiza entre el extremo 3' de la secuencia codificante para ens-1 y el extremo 5' de R. (figura 12).

Para ensayar la actividad promotora de las regiones R y U3-R del gen ens-1, estas regiones han sido clonadas
en las dos orientaciones posibles, sentido y antisentido, corriente arriba del gen informador de la luciferasa de luciol para
obtener respectivamente los vectores denominados promotor 1 y promotor 2, respectivamente sentido (S) y antisentido
(AS). (figura 12). Estas construcciones han sido transfectadas en diferentes lineas celulares, inlcuyendo unas células
cepas de pollo 9N2.5, con, como control interno de eficacia de transfeccion, el vector pRL-CMV (Promega) que contiene
el gen de luciferasa de la oruga Renilla bajo el control del promotor de citomegalovirus.

La transfeccion de los diversos vectores promotor 1 y promotor 2 en las células 9N2.5 y la medicion de la
actividad luciferasa normalizada gracias al control interno han permitido identificar una actividad transcripcional de la
region U3 del vector promotor 2S en las células cepas embrionarias de pollo (células 9N2.5) mientras que la regién R no
muestra ninguna actividad significativa (figura 13). La actividad del promotor es por el contrario muy baja en las otras
lineas diferentes celulares ensayadas (fibroblastos de perdiz Qt6, células epiteliales de perdiz QBr o células epiteliales
humanas). Por un lado, el vector promotor 2S ha sido transfectado en unas células cepas embrionarias 9N2-5 inducidas
a diferenciarse mediante tratamiento con acido retinoico. La medicion de la actividad luciferasa en las células a
diferentes tiempos después del tratamiento por el acido retinoico muestra que la actividad transcripcional del promotor
decrece durante la diferenciacion de las células cepas embrionarias mientras que la actividad del promotor de control
(CMV) sigue siendo fuerte. (figura 14).

El conjunto de esto resultados muestra que existe, en direccién 3' de la secuencia codificante del gen ens1, una
region dotada de una actividad promotora de la transcripcién y que esta actividad transcripcional es especifica de las
células cepas embrionarias de pollo indiferenciadas.

Utilizando la técnica 5’RACE sobre el vector promotor 2S, ha sido posible determinar un sitio iniciador de
transcripcion sobre la secuencia del ADNc ens-1 (SEC ID n° 1), asi como una secuencia de tipo promotor TATA
corriente arriba de este sitio iniciador de la transcripcién. El promotor corresponde a los nucleétidos 3111-3670 de SEC
IDn°1.
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DEPOSITO DE MATERIAL BIOLOGICO

La linea celular 9N2.5 ha sido depositada el 11 de mayo de 2000 en la Collection Nationale de Culture des
Microorganismes (CNCM), 25 rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 15, Francia, segun las disposiciones del Tratado
de Budapest, con el numero de orden I-2477, y corresponde a la linea de células cepas embrionarias de pollo en la que
el transgén ROSA-B-geo linealizado por Dral ha sido introducido mediante electroporaciéon, y que fueron aisladas
después de la seleccion con G418, y para su actividad B-galactosidasa, tal como se ha descrito en el ejemplo 1.

Las células que se pueden utilizar para cultivar las células 9N2.5 (fibroblastos de ratéon, STO) han sido
depositadas asimismo a la CNCM el 11 de mayo de 2000, con el niumero SH-2477.
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Asn
1990

tcg

Ser

aag

gga

cag
Gln
270

gac
Asp

cag
Gln

cat
His

cct
Pro

ctc
Leu
350

gcg
Ala

tgg
Trp

tat
Ty

agg
Arg

att
Ile

ES 2358 731 T3

Ser

gce
Rla

gag
Glu

cag
Gin

gta
Val
255

agag

cct
Pro

aaa
Lys

aat
Asn

cta
Leu
335

caa
Gln

ttg
Leu

act
Thr

999
Gly

ctt
Leu
415

gga
Gly

Glu

act
Thr

tct
Ser

atc
Ile
240

ttt
Phe

gct
Ala

ctt
Leu

gct
Ala

gaa
Glu
320

ate
Ile

gga
Gly

gag
Glu

tgg
Trp

ccg
Pro
400

gca

Ala

acc
Thr

Asn

gaa
Glu

gaa
Glu
225

cta
Leu

tta
Leu

gce
Ala

gct
Ala

gct
Ala
305

tca
Ser

agg
Arg

aag
Lys

g9g9a
Gly

gga
Gly
385

gtg
Val

gta
val

aaa
Lys

Leu

ctg
Leu
210

aca
Thr

cta
Leu

acc
Thr

tat
Tyr

att
Ile
250

tgt
Cys

ccc
Pro

gga
Gly

ata
Ile

tct
Ser
370

gag
Glu

gtt
val

gee
Ala

aag
Lys

22

Asp
195

gce
2la

gag
Glu

aca
Thr

act
Thr

tgg
Trp
275

act
Thr

cte
Leun

atg
Met

ctt
Leu

caa
Gln
355

gta
Val

gtt
Val

tect
Ser

agce
Ser

gtt
Val

Pro

aaa
Lys

tac
Tyr

gag
Glu

ggc
Gly
260

gca
Ala

gga
Gly

caa
Gln

atg
Met

cct
Pro
340

gce
Ala

gee
Ala

gcc
Ala

acc
Thr

ctt
Leu
420

tca
Ser

Gln

ctg
Leu

gte
val

aaa
Lys
245

aat
Asn

ggg
Gly

act
Thr

atg
Met

tta
Leu
325

gaa
Glu

atg
Met

cct
Pro

caa
Gln

tgce
Cys
405

gcc
Ala

tcc
Ser

Met

aaa
Lys

tgg
Trp
230

gaa
Glu

aat
Asn

ggt
Gly

atce
Ile

atg
Met
310

cct
Pro

teg
Ser

tct
Ser

aac
Asn

gaa
Glu
390

agt

Ser

tece
Sex

cca
Pro

Asn

aag
Lys
215

aga
Rrg

gct
2la

cgt
Axqg

ctc
Leu

gac
Asp
295

tat
Tyr

gtt
Val

tta
Leun

cag
Gin

cac
His
375
tta

Leu

ada
Lys

agg
Arg

gta
Val

Val
200

gat
Asp

gtt
Val

gaa
Glu

gct
Ala

aac
Asn
280

cag
Gln

gat
Asp

aat
Asn

aaa
Lys

gga
Gly
360

cag

Gln

att
Ile

ttt
Phe

cct
Pro

aaa
Lys

2056

2104

2152

2200

2248

2296

2344

2392

2440

2488

2536

25814

2632

2680

2728



425

acg
Thr

999
Gly

gge tgg
Gly

aga
Arg

gte
Val

aca
Thr

aca
Thr

tta
Leu
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430

tgc
Cys
445

cga
Arg

ggt
Gly

aag
Lys
460

aaa
Lys

gag
Glu

475

ggg
Gly

agc
Ser
490

ggggggtgaa

tgtttattta
tcattatgta
ttgcattgtg
tgtatccect
atttgattcc
tggatgccca
ttcttttata
aggcagagaa
aatcctttaa
ctaatggecg
gaggtatgca
gaggataaaa
caacgggaga
ctcaccgcaa

ttcctgeett

cctgagacct,

tgetectgee
ctatcceccege
ccecatcace

atttgtaata

tga

<210> 2
<211>490
<212> PRT

<213> Pollo

<400> 2

gggtggatgt
ttattagtgg
arattcatgt
tactgttgeca
atttactttg
acaaccccte
gtgtccaatt
tcattgacte
atcttttgte
ggagcacaga
ggaaacggte
caggactett
gaggtccaat
ngcttatctce
tgggtagacg
cecgatcctece
getgettcect
ctteecgtcgg
ttaacgcaat
ccaatcetta

aactggtcag

att
Ile

att
Ile

tta
Leu

cat
His

gat
Asp

cca
Pro

cga
Arqg

gtt
Val

aac
Asn
480

ttattaggaa
ttattgtcaa
taccactcct
actcttatgt
taaccaaacce
cctecetttac
tttaagcaac
aaagtttget
ttgaggacac
tggacazgge
tttttgtgtg
getecaagece
aaccacaacg
tcaccacgac
gatctctacg
tetacggacce
cccoctgacctyg
aacatcgtge
tctngectcet
atagegtecy

accaacaaaa

435

aat
Asn

aaa
Lys

cgc
Arg
450

gat
Asp
465

ttg
Leu

atg
Met

tgc
Cys

cCa
Pro

tgg
Trp

gctcacgact
atgtacggtt
gaagaatcac
ttgtatgatt
tgaaaaatgt
ccttgtgstt
ctttgagtca
gaggaacaag
tgatggacag
caggggcatce
gacttatctc
ccaggaatgt
gtggaagctg
agacttgagg
tggagactga
gtttgctgat
catcctecteg
aacgggactg
ttctatcttt
tcecteceett

dadaaaaaaa

23

ctt
Leu

gga
Gly

aat
Asn

gga
Gly

tgg acn
Trp

tta
Leu

ctg
Xaa Leu

455

cce
Pro

aca
Thr

470

caa
Gln
485

gaa
Glu

aaaggaaaca
gtetctttte
ggggtggtgt
ccatgtttta
ttgtaatgat
gctatettet
cggggtgatg
tccaggecaag
gtcctggeta
gagagagaga
aaggaaaatg
cacgtaggea
ateccttcace
ggttctetge
tctctcacca
ggactteccct
ctgecccaga
ctgcecggatc
tntatcgectc
tececcatetce

aazaaaaaaa

aagq
Lys

cte
Leu

gag
Lys

tgeettegec ccccoctece aggtgagegg gaggtgggty

atctgttaat
tctettetat
ctatggcaag
tacasagatgt
tgtatgaaac
ctcaccacca
taagagacta
tcectgggeaa
aggattgtga
taagctgecg
gccatctcag
gcagaaaatg
acaaccacgg
caactgatct
cgacacgagc
gggectgeta
ccggeetege
ctggtggtga
gccttecett
ccttattaac

agdaaaa

2776

2824

2872

2921

2981
3041
3101
3161
3221
3281
3341
3401
3461
3521
3581
3641
3701
3761
3821
3881
3941
4001
4061
4121

4177



Met
Leu
Ala
Val
Ile
Glu
Ser
Arg
Leu
Thr
145
Leu
His
Asn

Glu

Ala
Ala
305
Ser
Arg
Lys
Gly
Gly
385
val

Val

Lys

465

Ser
Leu
Arg
Leu

50
Cys
Glu
Val
Ser
Gin
130
vVal
Gln
Ile
Leu
Leu
210
Thr

Leu

Pro
Gly
Ile
Ser
370
Glu
Val

Ala

Lys

450

Asn
Glu
Gln

35
Gln
Ala
Lys
Lys
Leu
115
Thr
Ile
Glu
Arg
Asp
195
Ala
Glu
Thr
Thxr
275
Thr
Leu
Met
Leu
Gln
355
val
val
Ser

Ser

Val

435

Ser
Lys

20
Asn
Asn
Val
Asn
Val
100
Glu
Ala
His
Val
Pro

180
Pro

Glu
Gly
260
Ala
Gly
Gln
Met
Pro
34D
Ala
Ala
Ala
Thr
Leu

420
Ser

Met
His
Trp
Glu
Leun
Ser

85
Thr
Asp
Phe
Ser
Lys
165
Leu
Gln
Leu
Val
Lys
245
Asn
Gly
Thr
Met
Leu
325
Glu
Met
Pro
Gln
Cys
405
Ala

Ser
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Ala
Gly

Thr

Lys
Ala
150
Glu

Ile

Lys
Trp
230
Glu
Asn
Gly
Ile
Met
310
Pro
Ser
Ser
Asn
Glu
390
Ser

Ser

Pro

Ser Met

y Ala Arg

Asn Leu
Arg Thr
Ala RAla
Glu Thr
Glu Leu
Leu Glu
120
Glu Leu
135
Pro Gln

BArg Leu

Lys Thr

t Asn Val

200
Lys Asp
215
Arg Val

Ala Glu
Arg Ala
Leu Asn
280
Asp Gln
295
Tyr Asp
Val Asn
Leu Lys
Gln Gly
360
His Gln
375
Leu Ile
Lys Pha
Arg Pro

Val Lys

440

455

470

Lys Ser Glu
10
Pro Ser Val

25

Gln Ser Val

Arg Ala Gly

Leu Lys Ala

75

Gln Ser Ile
90
Val Lys Ser

105

Arg Glu Lys

Ile Thr Cys

Glu Lys Val

155

Asp Lys Leu
170
Glu Tyr Thr

185

Lys Glu Ile

Phe Ser Arg

Ser Leu Thr

235

Gly Tyr Txp
250
Pro Trp Ser

5

Pro Leu Glu

Leu val Glu

Arg Lys Leu

315

Pro Glu Arg
330
Pro Ile Gly

345

Glu Arg Thr

Ser Gly Pro

Asn Tyr Gly

395

Glu Pro Arg
410
Pro Ser Pro

425

Thr Gly Thr

Cys Trp Pro Glu Gln Lys Leu Lys Gly Serxr
485

<210> 3
<211> 22
<212> ADN

<213> Escherichia coli

490

24

475

Asp
Ser
Ser
Lys

60
Ala
Gln
Leu
His
Lys
140
Tyr
Glu
Phe
Pro
Ser
220
Gly
Gly
Leu
Arg
Asn
300
Gln
Leu
Ile
Trp
Lys
380
Arg
Gly
Arg

Arg

Val
Gly
Asp

45
Gly
Val
Ala
Gin
Asn
125
Asp
Pro
Ala
Asp
Phe
205
Pro
Gly
Pro
Thr
Gly
285
val
Pro
Thr
Gln
Ala
365
Val
Lys
Val

Leu

Cys

445
Lys Arg Asn Gly Leu Trp Xaa Leu Gly Trp Thr Lys Gly Ile Pro Arg
460
Asp Leu Met Asn Gly Leu Pro Thr Val Arg Leu Glu Lys Leu Val Asn

Leu

Val I

30
Arg

Lys
Glu
Leu
Ser
110
Ser
Thr
Gln
Ser
Asn

19D
Ser

Asp
Gly
Gln
270
Asp
Gln
His
Pro
Len
350
Ala
Trp
Tyr
Arg
Ile

430
Ile

Phe

15
Tle
Ser
Phe
Gln

95
Gln
val
Gly
Gly
Pro
175
Sex
Ala
Glu
Gln
val
255
Arg
Pro
Lys
Asn
Leu
335
Gln
Leu
Thr
Gly
Leu
415
Gly

Asp

Asp

Trp -

Phe
Arg
Glu
Ile
Leu
Asp
Lys
160
Ala
Glu
Thr
Ser
Ile
240
Phe
Ala
Leu
Ala
Glu
320
Ile
Gly
Glu
Trp
Pro
400
Ala

Thr

His

480
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<220>
<223> Gen LacZ.

<400> 3

tggagtgacg gcagttatct gg

<210> 4
<211> 22
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<220>
<223> Gen LacZ.

<400> 4

ggcttcatcc accacataca gg

<210>5

<211>25

<212> ADN

<213> Escherichia coli

<220>
<223> Gen LacZ.

<400> 5

ccgtgcatct geccagtttga gggga

<210>6

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Adaptador cebador sintético.
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<400> 6
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ctaatacgac tcactatagg gctcgagcgg ccgecececggge aggt

<210>7
<211> 27
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Cebador sintético

<400>7

ccatcctaat acgactcact atagggc

<210> 8
<211> 20
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<220>
<223> Gen LacZ.

<400> 8

gggatccgcc atgtcacaga

<210>9

<211>44

<212> ADN

<213> Pollo

<220>
<223> Cebador.

<400> 9

26

44

27

20
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actatcgatt ctggaacctt cagaggtttt tttttttttt tttt

<210> 10
<211> 21
<212> ADN
<213> Pollo

<220>
<223> Cebador.

<400> 10

gtcgtgcaac gggactgcect g

<210> 11

<211> 25

<212> ADN

<213> Pollo

<220>
<223> Cebador.

<400> 11

ctatcgattc tggaaccttc agagg

<210> 12

<211>171

<212> ADN

<213> Pollo

<400> 12

ES 2358 731 T3

44

21

25

tcctteteta cggaccgttt getgacggac ttccctggge ctgctacctg agacctgetg 60
cttecteect gacctgeace ctetegttge ccaagacegg cctcactgcet cctgececttc 120

ggccteogac catcggaacg tegtgecaacg ggactgetge tgaatecetgg t

<210> 13

27

171
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<211> 18
<212> ADN
<213> Pollo

<220>
<223> Cebador.

<400> 13
agaccggcct cactgctc
<210> 14

<211> 21

<212> ADN

<213> Pollo

<220>
<223> Cebador ens1 S1

<400> 14

ggatctagat cctcaaatga a
<210> 15

<211>19

<212> ADN

<213> Pollo

<220>
<223> Cebador ens1 AS1

<400> 15

aattcttggg caacctctc

28

18

21

19
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REIVINDICACIONES

1. Acido nucleico purificado o aislado, caracterizado porque comprende una secuencia nucleica seleccionada
de entre el grupo de secuencias siguientes:

a) SECID n°1, o el fragmento nucleotidico 1409-2878 de SEC ID n° 1;
b) el fragmento nucleotidico 3111-3670 de SEC ID n° 1;

c) una secuencia nucleica que presenta un porcentaje de identidad de por lo menos 80%, después de la
alineacion optima con una secuencia definida en a) o en b) que desempefia una funcion en el caracter de
pluripotencia de las células ES y que se puede utilizar como marcador del caracter de pluripotencia de las
células ES;

d) la secuencia complementaria o la secuencia de ARN procedente de la secuencia tal como la definida en a), b) o
c).

2. Acido nucleico purificado o aislado segun la reivindicacion 1, caracterizado porque comprende o esta
constituido por la SEC ID n° 1, la secuencia complementaria o la secuencia de ARN procedente de una de estas
secuencias.

3.  Acido nucleico purificado o aislado, caracterizado porque codifica para un polipéptido que posee un
fragmento continuo de por lo menos 200 aminoacidos de la proteina SEC ID n° 2.

4. Polipéptido aislado, caracterizado porque comprende un polipéptido seleccionado de entre:
a) un polipéptido de secuencia SEC ID n° 2,

b) un polipéptido que comprende por o menos 80% de identidad con dicho polipéptido de a), que desempefia una
funcioén en el caracter de pluripotencia de las células ES y que se puede utilizar como marcador del caracter de
pluripotencia de las células ES.

5. Polipéptido segun la reivindicacion 4, caracterizado porque esta constituido por una secuencia
seleccionada de entre SEC ID n° 2, o una secuencia que posee por o menos 80% de identidad con esta secuencia
después de la alineacién o6ptima.

6. Vector de clonacién y/o de expresion que comprende un acido nucleico segun una de las reivindicaciones
1 a 3, o que codifica para un polipéptido segun una de las reivindicaciones 4 y 5.

7. Célula hospedante, con la excepcion de las células ES humanas, caracterizada porque se transforma
mediante un vector segun la reivindicacion 6.

8.  Célula hospedante, que contiene un acido nucleico segin una de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizada
porque se trata de una célula ES de pajaro modificada ademas mediante la introduccién de un gen exdgeno, estando
dicho gen exdgeno integrado en dicho acido nucleico segun una de las reivindicaciones 1 a 3, y siendo Unico y
especificamente expresado cuando dicha célula se mantiene en el estado pluripotente.

9. Célula segun la reivindicacion 8, caracterizada porque dicho gen exdgeno es un gen informador.

10. Célula segun la reivindicacion 9, caracterizada porque dicho gen informador se selecciona de entre lacZ,
GFP, luciferasa, ROSA-B-geo, y un gen de resistencia a un antibiético.

11. Célula hospedante que contiene un acido nucleico segun una de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizada
porque se trata de una célula de pajaro modificada ademas mediante la introduccién de un acido nucleico exdgeno,
estando dicho acido nucleico exdgeno integrado en dicho &cido nucleico segun una de las reivindicaciones 1 a 3.

12. Célula segun la reivindicacion 11, caracterizada porque dicho acido nucleico exégeno es un gen de interés
terapéutico, eventualmente precedido de un promotor espacio-temporal y/o de secuencias de terminacion.

13. Célula segun la reivindicacién 11, caracterizada porque dicho acido nucleico exdgeno es un marcador
genético.

14. Célula segun una de las reivindicaciones 8 a 13, caracterizada porque dicho pajaro pertenece al orden de
las galliformes.

15. Célula segun la reivindicacion 14, caracterizada porque dicho pajaro es un pollo o una codorniz.

16. Célula segun una de las reivindicaciones 14 y 15, caracterizada porque dicho gen informador esta
integrado bajo el control del promotor del gen ens-1 de secuencia nucleotidica 3111-3670 de SEC ID n° 1.

17. Célula segun una de las reivindicaciones 14 y 15, caracterizada porque se trata de una célula 9N2.5,
depositada en la Collection Nationale des Microorganismes el 11 de mayo de 2000 con el nimero de orden 1-2477.
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18. Célula de pajaro diferenciada, caracterizada porque se deriva de una célula ES segin una de las
reivindicaciones 8 a 17.

19. Animal, salvo el ser humano, caracterizado porque comprende una célula segun una de las
reivindicaciones 7 a 18.

20. Utilizacién de una secuencia de acido nucleico seleccionada de entre una secuencia de acido nucleico
segun una de las reivindicaciones 1 a 3, un fragmento de por lo menos 15 nucleétidos consecutivos de la secuencia
SEC ID n° 1, y una secuencia nucleica que se hibrida en unas condiciones de fuerte astringencia con una de estas
secuencias, como sonda o cebador, para la deteccién y/o la amplificacion de secuencias de acido nucleico segun una de
las reivindicaciones 1 a 3.

21. Utilizacion de una secuencia de acido nucleico seleccionada de entre un &cido nucleico segun una de las
reivindicaciones 1 a 3, un fragmento de por lo menos 15 nucleétidos consecutivos de la secuencia SEC ID n° 1, y una
secuencia nucleica que se hibrida en unas condiciones de fuerte astringencia con una de estas secuencias, como
oligonucledtido sentido o antisentido especifico de una secuencia de acido nucleico segun una de las reivindicaciones 1
a 3.

22. Utilizacion de una secuencia de acido nucleico segun una de las reivindicaciones 1 a 3, para la produccion
de un polipéptido recombinante segun la reivindicacion 4 6 5.

23. Procedimiento de obtenciéon de un polipéptido recombinante, caracterizado porque se cultiva una célula
segun la reivindicacién 7 en unas condiciones que permiten la expresién de dicho polipéptido y porque se recupera dicho
polipéptido recombinante, siendo dicho polipéptido el polipéptido segun la reivindicacion 4 6 5.

24. Polipéptido recombinante, caracterizado porque se obtiene mediante un procedimiento segun la
reivindicacion 23.

25. Anticuerpo monoclonal o policlonal, caracterizado porque une selectivamente un polipéptido segun una de
las reivindicaciones 4, 5 6 24.

26. Procedimiento de deteccion de un polipéptido segun una de las reivindicaciones 4, 5 6 24, caracterizado
porque comprende las etapas siguientes:

a) poner en contacto una muestra biolégica con un anticuerpo segun la reivindicacion 25;
b) demostrar el complejo antigeno-anticuerpo formado.

27. Kit de agentes reactivos para la realizacién de un procedimiento segun la reivindicacion 26, caracterizado
porque comprende:

a) un anticuerpo monoclonal o policlonal segun la reivindicacion 25;
b) eventualmente unos agentes reactivos para la constitucion de un medio propicio para la reaccion inmunoldgica;

c) los agentes reactivos que permiten la deteccién del complejo antigeno-anticuerpo producido durante la reaccion
inmunoldégica.

28. Procedimiento de determinacion del caracter pluripotente de una célula ES de pajaro, caracterizado
porque se determina la presencia de un producto de expresion del gen de secuencia SEC ID n° 1, o del ARNm de SEC
ID n° 1.

29. Procedimiento segun la reivindicacion 28, caracterizado porque la deteccion del ARNm de SEC ID n° 1 se
efectia mediante transferencia Northern o mediante RT-PCR utilizando una sonda o unos cebadores, para una
utilizacion segun la reivindicacion 20.

30. Procedimiento segun la reivindicacion 28, caracterizado porque se detecta la presencia de la proteina
SEC ID n° 2, utilizando por ejemplo un anticuerpo segun la reivindicacién 25.

31. Procedimiento de clasificacion de la pertenencia de un pajaro al orden de las galliformes, caracterizado
porque se detecta, en el genoma de dicho pdjaro, la presencia de una secuencia de acido nucleico seleccionada de
entre un acido nucleico segun una de las reivindicaciones 1 a 3, un fragmento de por lo menos 15 nucleétidos
consecutivos de la secuencia SEC ID n® 1 y una secuencia nucleica que se hibrida en unas condiciones de fuerte
astringencia con una de estas secuencias.

32. Procedimiento de determinacién de la presencia de una muestra que procede de un pajaro del orden de
las galliformes en una muestra alimenticia, caracterizado porque se detecta, en dicha muestra, la presencia de una
secuencia de acido nucleico seleccionada de entre un acido nucleico segun una de las reivindicaciones 1 a 3, un
fragmento de por lo menos 15 nucleétidos consecutivos de la secuencia SEC ID n° 1 y una secuencia nucleica que se
hibrida en unas condiciones de fuerte astringencia con una de estas secuencias.

33. Chip de ADN, caracterizado porque contiene una secuencia nucleica segun una de las reivindicaciones 1
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a 3.

34. Chip de proteinas, caracterizado porque contiene un polipéptido segin una de las reivindicaciones 4, 5 6
24, o un anticuerpo segun la reivindicacion 25.

35. Procedimiento de deteccién y/o de dosificacion de una secuencia de acido nucleico seleccionada de entre
un acido nucleico segun una de las reivindicaciones 1 a 3, en una muestra biolégica o alimenticia, caracterizado porque
comprende las etapas siguientes:

a) poner en contacto dicha muestra con una secuencia de acido nucleico marcada seleccionada de entre un
polinucledtido segun una de las reivindicaciones 1 a 3, un fragmento de por lo menos 15 nucleétidos
consecutivos de la secuencia SEC ID n° 1 y una secuencia nucleica que se hibrida en unas condiciones de
fuerte astringencia con una de estas secuencias;

b) detectar y/o dosificar el hibrido formado entre dicho polinucledtido y el acido nucleico de dicha muestra.

36. Procedimiento de deteccién y/o de dosificacion de una secuencia de acido nucleico seleccionada de entre
un acido nucleico segun una de las reivindicaciones 1 a 3, en una muestra biolégica o alimenticia, caracterizado porque
comprende una etapa de amplificaciéon de los acidos nucleicos de dicha muestra con la ayuda de cebadores
seleccionados de entre los acidos nucleicos seguin una de las reivindicaciones 1 a 2, los fragmentos de por lo menos 15
nucleotidos consecutivos de la secuencia SEC ID n° 1 y las secuencias nucleicas que se hibridan en unas condiciones
de fuerte astringencia con una de estas secuencias.

37. Procedimiento de cribado de una sustancia o de un medio capaces de inducir una diferenciacién de las
células pluripotentes, caracterizado porque comprende las etapas siguientes:

a) mantener células ES, con la excepcion de las células ES humanas, segun una de las reivindicaciones 7 a 17 en
un medio de cultivo que permite el mantenimiento del fenotipo pluripotente;

b) afadir dicha sustancia en dicho medio de cultivo o sustituir dicho medio de cultivo por el medio a ensayar;

c) determinar la induccion de la diferenciacion mediante la ausencia de expresion de la proteina SEC ID n° 2 o del
gen exogeno.

38. Procedimiento segun la reivindicacion 37, caracterizado porque se efectia con unas células segun una de
las reivindicaciones 8 a 17.

39. Procedimiento segun la reivindicacién 37 6 38, caracterizado porque se utilizan unas células 9N2.5 y
porque se detecta la ausencia de expresion de la $-galactosidasa.

40. Procedimiento de cribado de una sustancia capaz de restaurar el caracter pluripotente de células
diferenciadas que se derivan de células segun una de las reivindicaciones 8 a 17, caracterizado porque comprende las
etapas siguientes:

a) mantener células diferenciadas que se derivan de células segun una de las reivindicaciones 8 a 17 en un medio
de cultivo adecuado;

b) sustituir dicho medio de cultivo por un medio que permite mantener un fenotipo pluripotente, y que contiene
dicha sustancia a ensayar;

c) determinar la restauracion del caracter pluripotente de dichas células mediante la expresion de la proteina SEC
ID n°® 2 o del gen exdgeno, en dichas células.

41. Procedimiento segun la reivindicacion 40, caracterizado porque se utilizan unas células 9N2.5
diferenciadas, y porque se detecta la expresién de la -galactosidasa.

42. Compuesto caracterizado porque se selecciona de entre:
a) un acido nucleico segun una de las reivindicaciones 1 a 3;
b) un polipéptido segiin una de las reivindicaciones 4, 5 6 24;
¢) un vector segun la reivindicacion 6;
d) una célula segun una de las reivindicaciones 7 a 17;
e) un anticuerpo segun la reivindicacion 25,
a titulo de medicamento.

43. Utilizacion de la secuencia nucleotidica 3111-3670 de SEC ID n°® 1 como promotor de un gen de interés
para una expresion especifica de dicho gen de interés en unas células pluripotentes aviares.
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