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DESCRIPCION
Modelos quiméricos de cancer
Antecedentes de la invencion

Las tecnologias transgénicas y de knockout han hecho posible la simulacién de mutaciones genéticas humanas en
animales de laboratorio tales como ratones. Sin embargo, es un procedimiento que consume tiempo generar
modelos de enfermedad complejos que contengan multiples mutaciones genéticas debido a la necesidad de
emparejar diversas cepas animales para obtener las combinaciones de alelos deseadas en un animal no humano.
Existe la necesidad de produccion rapida de animales no humanos que alberguen multiples mutaciones genéticas en
un numero sustancial de sus células y de este modo que sean propensos a enfermedades tales como cancer.

Descripcion resumida de la invencion

Se ha descubierto que es posible realizar mas de dos alteraciones genéticas en una célula madre embrionaria de
mamifero no humano (ES) manteniendo a la vez la pluripotencialidad de la célula ES. Ademas, se ha descubierto
que cuando se inyectan células madre embrionarias no humanas que contienen un oncogén recombinante en un
embrién no humano de etapa temprana, el mamifero no humano quimérico resultante es un modelo de cancer in
vivo Util. Tales animales no humanos quiméricos proporcionan ciertas ventajas frente a animales transgénicos no
humanos convencionales que contienen la misma o las mismas modificaciones genéticas presentes en las células
modificadas genéticamente de dicho animal quimérico.

La invencion proporciona un método para preparar un modelo de cancer de ratén quimérico, que comprende:

a) proporcionar una célula ES de raton que comprende una mutacion que suprime o inactiva un gen
supresor de tumores,

b) transfectar la célula ES con
(i) un primer vector que comprende un oncogén recombinante unido operativamente a un promotor
inducible que incluye un elemento de respuesta cuya actividad depende de un transactivador, y
(ii) un segundo vector que codifica el gen transactivador unido operativamente a un promotor especifico
de tejido,

c) inyectar la célula ES en un embrion de raton, y

d) transferir el embrion a una madre sustituta de ratén.

Se describe en la presente memoria un mamifero no humano quimérico, algunas de cuyas células, pero no todas de
cuyas células, contienen un oncogén recombinante. El oncogén recombinante, por ejemplo, un oncogén activado, se
une operativamente a un promotor inducible. Las células que contienen un oncogén recombinante también contienen
una mutacidon genética que provoca que el mamifero no humano tenga mayor susceptibilidad a cancer que un
mamifero no humano que no contiene la mutacion genética. EI mamifero no humano es un raton.

Los ejemplos de oncogenes recombinantes utiles en el método de la invencion incluyen HER2, K-RS y EGFR. La
mutacion genética util para provocar que el ratéon tenga una susceptibilidad aumentada a cancer es una mutacion
que suprime o inactiva un gen supresor de tumores. Los ejemplos de genes supresores de tumores que pueden
suprimirse o inactivarse en el método de la invencion son Ink4a, P53 y PTEN. De acuerdo con a invencion, el
promotor inducible incluye un elemento de respuesta cuya actividad depende de un transactivador codificado por un
gen transactivador unido operativamente a un promotor especifico de tejido. Un ejemplo de un promotor inducible tal
es un promotor TetO (operador de tetraciclina).

También se describe en la presente memoria una célula ES murina que contiene un genoma que comprende un
oncogén recombinante unido operativamente a un promotor inducible; y una mutacién genética que provoca que un
raton que contiene células que descienden de la célula ES tenga mayor susceptibilidad a cancer que un ratén que no
contiene células que descienden de la célula ES. La célula ES es una célula ES de ratén.

Se describe en la presente memoria un método para obtener un mamifero no humano quimérico, algunas de cuyas
células, pero no todas de cuyas células, contienen un genoma que comprende: (a) un oncogén recombinante unido
operativamente a un promotor inducible, y (b) una mutacién genética que provoca que el mamifero tenga mayor
susceptibilidad a cancer que un mamifero que no contiene la mutacion genética. El método de acuerdo con la
invencion incluye: (a) proporcionar una célula ES de ratéon que contiene un genoma que comprende un oncogén
recombinante unido operativamente a un promotor inducible; y una mutacién genética que provoca que un ratén que
contiene células que descienden de la célula ES tenga mayor susceptibilidad a cancer que un ratén que no contiene
células que descienden de la célula ES; (b) introducir la célula ES en un embrion de ratén hospedador, por ejemplo
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por inyeccion, produciendo de este modo un embrién manipulado y (c) implantar el embridon manipulado en una
madre sustituta.

A no ser que se defina de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos usados en la presente memoria tienen
el mismo significado que se entiende habitualmente por un experto habitual en la materia a la que pertenece la
presente invencion. Se describen posteriormente métodos y materiales ilustrativos, aunque también pueden usarse
métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos en al presente memoria en la practica o ensayo de la
presente invencion. Los materiales, métodos y ejemplos son solamente ilustrativos y no pretenden ser limitantes. En
toda la presente memoria descriptiva y reivindicaciones, se entendera que la palabra “comprender” o variaciones
tales como “comprende” o “que comprende” implican la inclusién de un nimero entero indicado o grupo de nimeros
enteros pero no la exclusion de cualquier otro nimero entero o grupo de numeros enteros. Otras caracteristicas y
ventajas de la invencion se describen en la siguiente descripcion detallada.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 es un grafico de datos que muestran la regresion de dos tumores de un ratén de modelo Her2 de mama
(ratén N° 259) después de retirada de doxiciclina del agua para beber. Los cuadrados representan el tumor que
surge en la cuarta glandula mamaria izquierda. Los circulos representan el tumor que surge en la cuarta glandula
mamaria derecha. El ratén ha estado tomando doxiciclina durante 6 semanas. El dia 1 representa la primera
medicion de los tumores. Después de medir el tamafio del tumor, se retird doxiciclina del agua para beber. Los
tumores se midieron cada dia durante 2 semanas. La retirada de doxiciclina dio como resultado regresion completa
de los tumores.

La Figura 2 es un grafico de datos que muestra la regresion de dos tumores de un ratén de modelo Her2 de mama
(ratén N° 331) después de retirada de doxiciclina del agua para beber. Los cuadrados representan el tumor que
surgié en la cuarta glandula mamaria derecha. Los circulos representan el tumor que surgié en la cuarta glandula
mamaria izquierda. El raton estuvo tomando doxiciclina durante 7 semanas. El dia 1 representa la primera medicién
de los tumores. El dia 7, después de medir el tamafio del tumor, se retiré doxiciclina del agua. Los tumores se
midieron cada dia durante 23 dias. La retirada de doxiciclina dio como resultado regresion completa de un tumory la
regresion casi completa del otro tumor durante el periodo de estudio.

Descripcion detallada de la invencién

Se describen en la presente memoria métodos para estudiar el papel de una proteina dada en el desarrollo de
enfermedad (por ejemplo, desarrollo de tumores), la oncogenicidad dependiente de contexto de una mutacion
genética, la toxicidad de una proteina dada en el desarrollo de érganos (incluyendo supervivencia). Las células utiles
en estos métodos son, por ejemplo, células ES no humanas que tienen mas de dos (por ejemplo, tres, cuatro, cinco,
seis, siete u ocho) alteraciones genéticas recombinantes (es decir, de origen no natural) en sus genomas. También
se describe en la presente memoria un mamifero no humano quimérico algunas de cuyas células difieren
genéticamente de otras células en el mamifero y derivan de tales células ES. Este animal no humano se produce a
partir de un embridn de etapa temprana multicelular, por ejemplo, un blastocisto, en el que se inyectan las células ES
no humanas. Dicho animal quimérico puede ser propenso a enfermedad y puede desarrollar una enfermedad tal
como cancer. Cuando las células ES y el blastocisto en el que se inyectan derivan de la misma cepa animal no
humana, el mamifero no humano quimérico también se llama mamifero mosaico. Ademas del método de inyeccion
de células ES anterior, también puede desarrollarse un animal no humano mosaico a partir de un embrién que se ha
infectado con construcciones virales que contienen los elementos genéticos deseados.

La invencion proporciona un método para preparar un modelo de cancer de ratén quimérico, que comprende:

a) proporcionar una célula ES de ratén que comprende una mutacién que suprime o inactiva un gen
supresor de tumores,

b) transfectar la célula ES con
(i) un primer vector que comprende un oncogén recombinante unido operativamente a un promotor
inducible que incluye un elemento de respuesta cuya actividad depende de un transactivador, y
(i) un segundo vector que codifica el gen transactivador unido operativamente a un promotor especifico
de tejido,

c) inyectar la célula ES en un embrion de ratén, y

d) transferir el embriéon a una madre sustituta de raton.

Preservando a la vez el mismo disefio genético que un modelo transgénico de linea germinal, el modelo quimérico
obtenido por el método de la presente invencion proporciona nuevas ventajas para estudiar enfermedades que
implican multiples genes. La técnica anterior abarca el mismo problema usando vectores retrovirales aviares para
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introducir multiples transgenes (Fisher et al., Oncogene 18: 5253-5260 (1999)), o analiza mudltiples etapas de
reproduccion para obtener un modelo de enfermedad similar (Cichowski et al., Science 286: 2172-2176 (1999).
Como alternativa a estas multiples etapas de reproduccion, el uso de vectores lentivirales o complementaciéon de
embrion tetraploide se mencionan en una revision publicada en 2002 (Jackson-Grusby et al., Oncogene 21: 5504-
5514 (2002)). El modelo quimérico como se ha descrito ha mejorado significativamente la velocidad y flexibilidad del
desarrollo del modelo de enfermedad. Por ejemplo, para generar un modelo de melanoma transgénico descrito en
Chin et al., Nature 400: 468-472 (1999), habria que criar tres lineas animales con cuatro alteraciones genéticas
respectivas, una mutacion nula INK4a homocigota (es decir, mutaciones nulas en ambos alelos de INK4a), un
transgén Tyr-rtTA, y un tetO-H-ras, para obtener un animal transgénico con las cuatro alteraciones genéticas. Esto
requiere una gran cantidad de tiempo. Por el contrario, un modelo de melanoma quimérico obtenido por el método
de la presente invencién no requiere reproduccion. Solo hace falta establecer células ES de ratén con las cuatro
alteraciones genéticas e inyectarlas en un blastocisto, que se desarrolla a un ratén intacto tras trasplante al Gtero de
una madre sustituta. El tiempo medio ahorrado puede ser hasta de un afio. Para establecer modelos de ratén para
una enfermedad diferente, s6lo se necesita introducir en células ES diferentes conjuntos o combinaciones de
mutaciones genéticas.

El modelo quimérico obtenido por el método de la presente invencidon permite adicionalmente el estudio de genes
importantes en el desarrollo temprano, debido a que el modelo quimérico proporciona correlacién cualitativa entre el
grado de quimerismo y la viabilidad de los ratones. El modelo quimérico también proporciona un vehiculo para
ensayar compuestos terapéuticos anti-neoplasicos.

La presente invencion ha superado un obstaculo importante en la tecnologia de células ES. Antes de la presente
invencion, se creia ampliamente que las células ES sometidas a mas dos alteraciones genéticas a través de
tecnologia de ADN recombinante eran propensas a diferenciacion y pérdida de pluripotencialidad.

I. Células ES alteradas genéticamente

Una linea celular ES no humana descrita en la presente memoria contiene mas de dos alteraciones genéticas
recombinantes en su genoma. La linea celular ES no humana puede establecerse introduciendo mas de dos
construcciones de acido nucleico en una célula ES simultinea o secuencialmente, pudiendo contener cada
construccion uno o mas elementos genéticos que provocaran alteraciones genéticas del genoma hospedador. Estos
elementos genéticos también pueden insertarse en un vector sencillo, por ejemplo, un vector BAC, PAC, YAC o
MAC.

Los elementos genéticos ilustrativos incluyen oncogenes, construcciones de interferencia de ARN, genes
marcadores seleccionables (por ejemplo, genes marcadores de seleccion de farmacos y genes que codifican
proteinas fluorescentes o luminiscentes) y construcciones knockout que se dirigen a un gen endégeno que previene
enfermedad (por ejemplo, genes supresores de tumores). Puede incorporarse un elemento genético deseado en el
genoma de forma aleatoria o en una localizacién diana.

Las alteraciones genéticas diana pueden introducir un cambio deseado en una localizaciéon especifica en un gen
enddgeno implicado en una enfermedad genética, tal como enfermedad neurodegenerativa (por ejemplo, el gen APP
en la enfermedad de Alzheimer y el gen SOD-1 en la enfermedad de Lou Gehrig), enfermedades cardiacas (por
ejemplo, el gen TBX-1 o -5 en enfermedades cardiacas y Sindrome Velo-Cardio-Facial), diabetes (por ejemplo, el
gen AKT en Tipo Il) y enfermedades autoinmunes. Los ejemplos de los cambios incluyen una mutacion nula (knock
out) para un gen supresor de tumores o una mutacién de activacion (knock in) para un oncogén celular. Por ejemplo,
se puede reemplazar una region codificante o reguladora de un gen supresor de tumores con un gen marcador
seleccionable flanqueado por un par de sitios LoxP; insertar una mutacién negativa dominante en un gen supresor
de tumores; reemplazar el promotor nativo de un oncogén celular con un promotor constitutivo o inducible, o insertar
una mutacion de activacioén en un oncogén celular (véase, por ejemplo, Johnson ef al., Nature 410: 1111-6 (2001)).
Una alteracion genética tal puede conseguirse por recombinacion homologa. En una construccion de acido nucleico
usada para recombinacion homologa, la alteracion genética para introducir en el genoma hospedador esta
flanqueada por secuencias homologas de la regién gendmica diana.

Los oncogenes Utiles en el establecimiento del modelo de enfermedad quimérica de acuerdo con el método de la
presente invencion incluyen, pero sin limitacion, los que codifican K-RAS, H-RAS, N-RAS, receptor del factor de
crecimiento epidérmico (EGFR), MDM2, TGF-B, RhoC, miembros de la familia de AKT, myc (por ejemplo, c-myc), B-
catenina, PDGF, C-MET, PI3K-CA, CDKA4, ciclina B1, ciclina D1, gen del receptor de estrogenos, gen del receptor de
progesterona, Her2 (también conocido como neu o ErbB2), otros genes ErbB (incluyendo ErbB1, ErbB3 y ErbB4),
genes en la rutas de transduccion de sefiales MAPK y PIBK-AKT, TGFa, ras-GAP, Shc, Nck, Src, Yes, Fyn, Wnt y
miembros de la familia anti apoptética Bcl2 (por ejemplo, Bcl2) asi como sus formas activadas y proteinas virales
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tales como antigenos PyV MT y SV40 T. También pueden usarse mutaciones de activacion de estos oncogenes (por
ejemplo, Her2V664E, K-RasG12D y B-cateninaA131).

Los genes supresores de tumores cuya inactivacion es util en el establecimiento del modelo de enfermedad
quimérica de acuerdo con el método de la presente invencion incluyen, pero sin limitacion, Rb, P53, INK4a, PTEN,
LATS, Apaf1, Caspasa 8, APC, DPC4, KLF6, GSTP1, ELAC2/HPC2 o NKX3.1. Otros ejemplos de genes supresores
de tumores son los implicados en la reparacion de dafio de ADN (por ejemplo, ATM, CHK2, ATR, BRCA2, MSH2,
MSH6, PMS2, Ku70, Ku80, ADN/PK, XRCC4 o MLH1), y sefalizacion y diferenciacion celular (por ejemplo,
Neurofibromatosis de Tipo 1, Neurofibromatosis de Tipo 2, Poliposis Adenomatosa del Colén, la proteina supresora
de tumores de Wilms, Patched o FHIT). Ademas de la mutacién diana, los genes supresores de tumores (o cualquier
otro gen que prevenga enfermedad) pueden inactivarse por un ARN antisentido, ARN de interferencia (ARNi) o
agente de ribozima expresado a partir de una construccion integrada de forma estable en el genoma hospedador.

De acuerdo con el método de la presente invencion, el modelo de enfermedad quimérica se desarrolla a partir de
células ES de ratén que contienen un oncogén activo introducido asi como uno o mas genes supresores de tumores
endc')genos inactivados. Por ejemplo, las células ES pueden contener alteraciones genéticas que dan como resultado
la ex resion de una forma activada de EGFR (designada como EGFR*) en combinacion con expresion reducida de
p16 K42 o p19 (por ejemplo, alteraciones genéticas que producen un genotipo EGFR*' e INK4a/ARF™ );
alteraciones genéticas que dan como resultado expresion de PDGF en combmamon con expresion de p53 reducida
(por ejemplo, alteraciones genéticas que producen un genotipo PDGF" y p53 ’); alteraciones genéticas que dan
como resultado expresion de TGF-a en combmauon con expresion de p53 reducida (por ejemplo, alteraciones
genéticas que producen un genotlpo TGF -’y p53 ’); y alteraciones genéticas que dan como resultado expresion de
PTEN reducida y expresion de p16 o) p19 F reducida (por ejemplo, alteraciones genéticas que producen un
genotipo PTEN" e INK4a/ARF™).

Un ejemplo de conjunto adecuado de modificaciones genéticas para produccion de un modelo de cancer de pulmén
es TetO-EGFR* CCSP-rtTA, p53”, TetO-luciferasa y PGK-puromicina (marcador de resistencia a antibicticos
selecmonable) Un ejemplo de un conjunto adecuado de modificaciones genéticas para produccion de un modelo de
cancer de colon es TetO-K-RAS, vilina-rtTA, APC”, TetO-luciferasa y PGK-puromicina. Un ejemplo de un conjunto
adecuado de modlflca0|ones genéticas para produCC|on de un modelo de cancer de glioblastoma es TetO-EGFR*,
Nestina-rtTA, p53 TetO-luciferasa y PGK-puromicina. Un ejemplo de un conjunto adecuado de modificaciones
genéticas para producmon de un modelo de cancer de préstata es TetO-AKT1, probasina-rtTA, Rb™, TetO-luciferasa
y PGK-puromicina. Un ejemplo de un conjunto adecuado de modificaciones genéticas para producuon de un modelo
de cancer de higado es TetO-f catenina, ApoE-rTA, NF‘I"', TetO-luciferasa y PGK-puromicina.

Pueden usarse diversos vectores para preparar las construcciones de acido nucleico para su uso en el método de la
presente invencion. Estos vectores pueden basarse en plasmidos o virus tales como retrovirus, adenovirus y
lentivirus. Los vectores pueden introducirse en células ES de ratdon mediante una diversidad de métodos, incluyendo
pero sin limitacion, fusidon celular (por ejemplo, fusién de esferoplastos), fusion de liposomas (transposomas),
métodos de transfeccion de acido nucleico convencionales (tales como precipitacion con fosfato calcico,
electroporacion, microinyeccion) e infeccion por vectores virales. Puede usarse una diversidad de métodos para
explorar con respecto a células ES de raton que han incorporado de forma estable las alteraciones genéticas
deseadas. Tales métodos incluyen, sin limitacion, deteccién de resistencia a farmacos cuando se introduce
conjuntamente un gen marcador de seleccion de farmacos (por ejemplo, un gen resistente a neomicina, un gen
resistente a puromicina, o un gen resistente a higromicina); deteccion de emisién de fluorescencia/bioluminiscencia
cuando se introduce conjuntamente un gen marcador fluorescente/bioluminiscente (por ejemplo, un gen que codifica
una proteina verde, amarilla, azul o roja fluorescente, y genes de luciferasa); reaccion en cadena de la polimerasa
(“PCR”); y andlisis de transferencia de Southern.

Las células ES de ratdn pueden alterarse genéticamente para contener una secuencia de acido nucleico que se
regula de una manera inducible. Por ejemplo, una secuencia de oncogén o de ARN de interferencia introducida
puede situarse bajo el control de un promotor inducible tal como el sistema de promotor regulado por tetraciclina
descrito por ejemplo en el documento WO 01/09308. En este caso, la administracion del agente inductor (por
ejemplo, tetraciclina o doxiciclina) mediante alimento o agua para beber a un animal quimérico, en el que al menos
algunas células proceden de estas células ES de ratén alteradas genéticamente, puede dar como resultado la
expresion del oncogén o producto de ARNi. Otros promotores inducibles incluyen, sin limitacion, un promotor de
metalotioneina, el sistema promotor IPTG/lacl, el sistema promotor de ecdisona y el sistema “lox parada lox” para
suprimir de forma irreversible secuencias inhibidoras para traduccién o transcripcién. En vez de promotores
inducibles, la expresion de un gen que provoca enfermedad también puede activarse o desactivarse de forma
inducible fusionando el producto polipeptidico del gen con, por ejemplo, una secuencia polipeptidica del receptor de
estrogenos, cuando la administracion de estrogeno o un analogo de estrégeno (por ejemplo, hidroxitamoxifeno)
permitira el plegamiento correcto del polipéptido en una proteina funcional.
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La secuencia que codifica ARN de interferencia o que codifica polipéptido introducida también puede situarse bajo
un promotor constitutivamente activo general, por ejemplo, un promotor de citomegalovirus (CMV), EF1a, LTR
retrovirales y region de SV40 temprana. Como alternativa, la secuencia codificante puede colocarse bajo el control
de un promotor especifico de tejido, tal como un promotor de tirosinasa o un promotor de TRP2 en el caso de células
de melanoma y melanocitos; un promotor MMTV o WAP en el que caso de células de mama y/o canceres; un
promotor de Vilina o FABP en el caso de células intestinales y/o canceres; un promotor de PDX en el caso de células
pancreaticas; un promotor RIP en el caso de células beta pancreaticas; un promotor de Queratina en el caso de
queratinocitos; un promotor de Probasina en el caso de epitelio prostatico; un promotor de Nestina o GFAP en el
caso de células y/o canceres del sistema nervioso central (SNC); una Tirosina Hidroxilasa, promotor S100 o
promotor de neurofilamentos en el caso de neuronas; el promotor especifico de pancreas descrito en Edlund et al.,
Science 230: 912-916 (1985); un promotor de proteina secretora de células de Clara en el caso de cancer de
pulmén; y un promotor de miosina Alfa en el caso de células cardiacas.

También pueden seleccionarse promotores regulados por el desarrollo. Estos incluyen, sin limitacion, los promotores
hox murinos (Kessel y Gruss, Science 249: 374-379 (1990)) y el promotor de a-fetoproteina (Campes y Tilghaman,
Genes Dev. 3: 537-546 (1989)).

Puede usarse cualquier linea celular ES de ratén que proporcione quimerismo adecuado en la presente invencion.
Las lineas celulares incluyen, sin limitacion, El4.1, WW6, CCE, J1 y AB1. Véase también Alex Joyner, Ed., Gene
Targeting, A Practical Approach, Capitulo 4 (Virginia Papaioannou), Oxford Press, 22 Ed., (2000). En algunas
realizaciones, las lineas celulares ES proporcionan 10% o mayor quimerismo. En algunas realizaciones, las lineas
celulares ES proporcionan 90% o mayor quimerismo.

Il. ANIMALES NO HUMANOS QUIMERICOS

Como se usa en la presente memoria “quimérico” significa quimérico con respecto a ontogenia. En consecuencia, un
mamifero no humano quimérico es un animal que ha crecido, es decir, se ha desarrollado, directamente a partir de
un embrion multicelular en el que se ha inyectado o agregado al menos una célula ES no humana modificada
genéticamente. Un ratén quimérico obtenido por el método de la invencion debe distinguirse de un ratén desarrollado
morfolégicamente que ha recibido un xenoinjerto, por ejemplo, un injerto de érgano, un injerto de tejido o un injerto
de tumor de otro raton.

Como se usa en la presente memoria, “mamifero no humano” significa cualquier mamifero distinto de un ser
humano, por ejemplo una rata, un ratén, un hamster o una cobaya.

Puede generarse un mamifero no humano quimérico introduciendo células ES no humanas en un embrion
hospedador. Esto puede realizarse, por ejemplo, por inyeccion de blastocistos o agregacion con embriones pre-
implantacion de etapa mas temprana (por ejemplo, embrién de ocho células). EI embrién se transfiere
posteriormente a una madre sustituta para gestacién. El quimerismo en el animal no humano nacido puede
determinarse por fenotipo (tal como color del pelaje, si el embrién hospedador y las células ES derivan de cepas
animales de diferentes colores de pelaje), PCR, andlisis de transferencia de Southern, o analisis bioquimico o
molecular de genes polimorficos (tales como glucosa fosfato isomerasa). Para facilitar la identificacion de animales
no humanos quiméricos que tienen una alteracion genética deseada, se puede introducir conjuntamente un gen
indicador detectable y la alteracién genética deseada en las células ES no humanas. Los genes indicadores
ilustrativos incluyen los que codifican una proteina fluorescente tal como una proteina verde fluorescente, una
proteina amarilla fluorescente, una proteina azul fluorescente o una proteina luminiscente tal como luciferasa o p-
galactosidasa.

Para aumentar la contribucion de células ES no humanas introducidas en un tejido especifico, se puede usar un
embridén no humano hospedador que sea deficiente en la generacion de ese tejido. Esto puede conseguirse por
cualquier método adecuado, incluyendo expresién inducible de un gen de toxina, por ejemplo, toxina diftérica, en un
tipo celular especifico, o delecion especifica de tejido de genes necesarios para generar este tipo celular. En un
sistema de complementacion tal, todas o la mayoria de las células del tipo celular o tejido deseado derivaran de las
células ES introducidas.

Los mamiferos no humanos pueden ser inmunocomprometidos o inmunodeficientes. Pueden desarrollarse
enfermedades mas temprano y/o mas rapido en tales animales. Para desarrollar tales animales, se pueden usar
blastocistos derivados de, por ejemplo, un animal SCID ligado a X, o un animal RAG1-/- o RAG2-/-.

Los ratones quiméricos obtenidos por el método de la presente invencién proporcionan modelos eficaces para
desarrollar enfermedades que se originan a partir de células ES introducidas. En un modelo de cancer inducible
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obtenido por el método de la presente invencion, el ratén puede desarrollar cancer en un intervalo de unos pocos
meses desde la induccion de la expresion del oncogén. El ratén también puede tratarse con carcinégenos, por
ejemplo, 9,10-dimetil-1,2-benzantraceno o ENU, para facilitar este procedimiento.

Los modelos de ratdon quiméricos obtenidos por el método de la presente invencién proporcionan flexibilidad en el
desarrollo de modelos de diferentes enfermedades. Por ejemplo para su uso en un método de acuerdo con la
invencion pueden establecerse lineas celulares ES murinas para diferentes modelos de cancer suprimiendo un gen
supresor de tumores (por ejemplo, p53) e introduciendo un gen indicador (por ejemplo, luciferasa), un gen
transactivador de tetraciclina inversa especifica de tejido (es decir, MMTV-rtTA) y un oncogén de eleccion (por
ejemplo, Akt, Her2V664E, Her2, Bcl2, K-Ras y Ciclina D1) bajo el control de un promotor regulado por transactivador
de tetraciclina inversa (rtTA). Estos modelos de cancer permiten el estudio de comparacion de canceres de diferente
etiologia, y estudio de comparacion de diferentes oncogenes en el desarrollo de cancer.

lll. Usos ilustrativos

Los ratones quiméricos obtenidos por el método de la presente invencion y células enfermas derivadas de los
ratones pueden usarse para delinear el inicio, progresiéon, mantenimiento, regresion, enfermedad residual minima,
recurrencia o cualquier otro estadio del desarrollo de una enfermedad especifica tal como un cancer. También
pueden usarse para identificacion de diana farmacolégica, validacion de diana y ensayo de eficacia durante el
desarrollo de farmacos.

A. Identificacion de Nuevos Genes Relacionados con Cancer

Los modelos de cancer quiméricos obtenidos por el método de la presente invenciéon pueden usarse para examinar
la oncogenicidad de cualquier gen, y para identificar nuevos genes relacionados con cancer. Por ejemplo, pueden
introducirse conjuntamente un oncogén candidato y una mutacién nula de un gen supresor de tumores endégenos (o
una construccion de ARNi que se dirige al gen supresor de tumores) en células ES. Una tasa de incidencia mas alta,
o latencia mas corta, de cancer, que se origina a partir de las células ES en un ratén quimérico resultante en
comparacion con el que se origina de células ES que contiene solamente la mutacion nula en un ratén de control,
indica que el gen de candidato es un oncogén.

Ademas, puede establecerse un perfil de expresion génica para un raton quimérico que tenga cancer debido a la
expresion de un oncogén introducido mediante células ES. Después, pueden realizarse comparaciones de perfiles
de expresion de genes en diferentes estadios del desarrollo de cancer para identificar genes cuyos patrones de
expresion estan alterados. Las técnicas usadas para establecer perfiles de expresion génica incluyen el uso de
sustraccion de supresion (en cultivo celular), presentacion diferencial, analisis protedmico, analisis seriado de
expresion génica (SAGE) e hibridacion gendmica comparativa (CGH). Para permitir la realizacion de un perfil de alto
rendimiento pueden usarse micromatrices de oligonucleétidos y/o ADNc.

Pueden compararse perfiles de expresién génica en modelos de ratdon separados que contienen diferentes
alteraciones genéticas que los predisponen al mismo tipo de cancer para identificar genes identificados con tumor.
Por ejemplo, la sobreexpresion de uno cualquiera de Akt, Her2, Bcl-2, K-Ras y Ciclina D1, o mutaciones de
activacion de cualquiera de estos genes (por ejemplo, Her2V664E) pueden provocar cancer de mama. Comparando
los perfiles de expresion génica en tejidos con cancer de mama aislados de diferentes ratones quiméricos
conteniendo cada uno mutaciones en uno de estos genes, se puede obtener informaciéon con respecto a las
diferentes rutas implicadas en el desarrollo (incluyendo inicio, mantenimiento y regresion) de cancer de mama. Esta
informacion sera valiosa en la determinacién de régimen terapéutico para cancer de mama causado por diferentes
lesiones genéticas.

B. Identificacion de Biomarcadores Sustitutos

Los ratones quiméricos obtenidos por el método de la invencién también pueden usarse para identificar
biomarcadores sustitutos para diagndstico o para seguir la progresion de la enfermedad en un ratén. Los
biomarcadores pueden identificarse basandose en las diferencias entre los perfiles de expresién para un ratén
quimérico que ha desarrollado una enfermedad y uno que no ha desarrollado la enfermedad. Pueden ensayarse
sangre, orina u oftros fluidos corporales de los ratones con ELISA u otros ensayos para determinar qué
biomarcadores se liberan del tejido enfermo a la circulacién durante la génesis, mantenimiento, progresion o
regresion de la enfermedad. Dicho diagndstico puede implicar detectar el nivel de expresion o actividad del
biomarcador, en el que un nivel anormalmente alto con relacién al control (por ejemplo, al menos aproximadamente
50%, 100%, 150%, 200%, 250% o 300% mas alto) es indicativo de una condicién anémala. Estos biomarcadores
son particularmente utiles clinicamente en el seguimiento de progresion de enfermedad después de terapia de
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enfermedad. Estos biomarcadores también pueden usarse clinicamente para evaluar la toxicidad de cualquier
terapia de enfermedad.

C. Identificacion de Agentes Terapéuticos

Los ratones quiméricos obtenidos por el método de la invenciéon pueden usarse para explorar agentes terapéuticos
para tratar una enfermedad. Un método tal implica administrar un compuesto candidato a un ratén que ha
desarrollado un cancer. Después se puede observar el efecto del compuesto, si lo hubiera, en el cancer. Se puede
medir, por ejemplo, el tamafio del tumor, metastasis o angiogénesis. Como alternativa, se puede observar el efecto
del compuesto en la expresion o nivel de actividad de un biomarcador para el cancer.

D. Identificacion de Genes Cruciales para Supervivencia o Funciéon de Organos

Para identificar un gen crucial para supervivencia o funcién de érganos, se puede evaluar la regeneracion en un
organo que contiene células que tienen una alteracion genética en un gen candidato. Una alteracion genética de un
gen candidato puede introducirse en una linea celular ES murina de modo que la expresion del gen candidato se
inhibe o estimula a través de un mecanismo inducible. En un ratén quimérico resultante, la expresion del gen
candidato en las células quiméricas puede inducirse por una molécula inductora o inhibirse por interferencia de ARN.
Tras induccién o inhibicion, el grado de quimerismo puede cambiar en el 6rgano. Por ejemplo, el porcentaje de
células quiméricas puede cambiar en un higado después de la induccién de la expresion de un gen candidato. Si la
pérdida o sobreexpresion del producto génico candidato es perjudicial para la supervivencia de células del higado,
las células quiméricas moriran tras la induccion, y el quimerismo en el higado se reducira.

E. Estudio de Potencial de Diferenciacion de Células ES Murinas

Se puede estudiar el potencial de diferenciacién de tales células ES murinas in vivo en el contexto de
tumorogénesis. Un raton quimérico que tenga células que se originan de células ES que contienen ciertas
alteraciones genéticas puede ser mas propenso a desarrollar tumores en ciertos tejidos. Una comparacion de
desarrollo de tumor en diferentes tejidos de los ratones quiméricos proporcionara de este modo informaciéon sobre
qué alteraciones genéticas provocan preferentemente tumores en qué tejidos.

F. Estudio de Interacciones Célula/Célula en Formaciéon de Tumores

Los ratones quiméricos obtenidos por el método de la invencién pueden usarse para estudiar la contribucion de la
interaccion célula/célula a formacion de tumores. La interaccion célula/célula puede implicar células que tengan
diferentes fondos genéticos que se originan a partir de células ES de ratdon que tienen diferentes alteraciones
genéticas, o de células de raton derivadas de dos fuentes diferentes, por ejemplo, las células ES introducidas y las
células blastocisticas del hospedador.

Como ejemplo, el blastocisto hospedador para inyeccion de células ES se modifica genéticamente para permitir
estudios de contribucion del estroma al desarrollo del tumor. El blastocisto hospedador puede derivar de, por
ejemplo, un ratén transgénico que produce niveles elevados de un factor de crecimiento o una citocina en un tejido
especifico; por lo tanto se puede estudiar el efecto de este factor de crecimiento o citocina en el desarrollo de
tumores que surgen de descendencia celular de las células ES introducidas en ese tejido. El blastocisto hospedador
también puede derivar de, por ejemplo, un ratén transgénico que es deficiente en cierto producto celular (por
ejemplo, una molécula de adhesion, un factor de angiogénesis, un receptor o una molécula de sefializacion) en un
tejido especifico; por lo tanto se puede estudiar el papel de este producto celular al proporcionar apoyo del estroma
para desarrollo de tumor en ese tejido.

En otro ejemplo, se introducen conjuntamente células ES de ratén de dos lineas celulares ES que tienen diferentes
alteraciones genéticas en blastocistos y los ratones quiméricos resultantes pueden desarrollar un tumor que se
origina a partir de ambas lineas celulares ES. La formacion de tumores en tales ratones quiméricos puede
compararse con ratones quiméricos que contienen células tumorales que se originan a partir de solamente una de
las dos lineas celulares ES. Una comparacion tal proporcionara informacién sobre el efecto de las interacciones
entre células que tienen las diferentes alteraciones genéticas en formacion de tumores.

G. Estudio de Toxicidad de un Elemento Genético

Los ratones quiméricos obtenidos por el método de la presente invencién pueden usarse para medir
cuantitativamente la toxicidad de un elemento genético, por ejemplo, un gen introducido en una célula (por ejemplo,
un oncogén inducible), un gen endoégeno sobreexpresado, una construccion de ARNi contra un gen endégeno (por
ejemplo, un gen supresor de tumores), una construccién que suprime un gen enddgeno, etc. Para hacer esto, puede
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generarse un ratén quimérico a partir de un blastocisto hospedador al que se han inyectado células ES que
contienen el elemento genético de ensayo, no conteniendo el blastocisto hospedador en si mismo este elemento
genético de ensayo. Se puede comparar después el quimerismo del ratén con el de un ratén de control, por ejemplo,
un ratén quimérico desarrollado con células ES de control que no contienen el elemento genético, o un ratén
quimérico desarrollado con las mismas células ES pero el elemento genético de ensayo en esas células o
descendencia de las mismas no se expresa (por ejemplo, inducido). Un grado mas bajo de quimerismo indica que el
elemento genético de ensayo afecta al desarrollo de forma negativa. Un grado mas alto de quimerismo indica lo
opuesto.

Puede usarse una diversidad de métodos para determinar el grado de quimerismo. Por ejemplo, puede obtenerse
una biopsia del 6rgano y analizarse por métodos bioquimicos. Como alternativa, el embrién hospedador y la célula
ES se modifican por ingenieria genética para expresar una proteina fluorescente diferente (por ejemplo, una GFP,
RFP e YPF), y la relacion de las dos sefiales fluorescentes, que es indicativa de quimerismo, se analiza por captura
de imagenes in vivo.

H. Exploraciéon de Supresor del Segundo Sitio de Mamiferos (MaSS)

Los ratones quiméricos obtenidos por el método de la presente invencién pueden usarse en una exploracion de
MaSS para identificar genes relacionados con cancer. En general, una exploracion de MaSS implica: (a) mantener
células en las que la tumorogenicidad depende de la expresion de un oncogén inducible en condiciones en las que la
expresion del oncogén no se induce; (b) introducir en las células una molécula de acido nucleico, por ejemplo, un
retrovirus, que se integra en los genomas de las células, marcando de este modo los loci en los que se integra; (c)
identificar células en las que se ha inducido tumorogenicidad por integracion de la molécula de acido nucleico; y (d)
identificar genes que se han marcado por la molécula de acido nucleico integrada. Se describen métodos y
materiales para realizacién de una exploraciéon de MaSS en el documento WO 02/079419.

IV. Ejemplos

La invencion se ilustra adicionalmente por los siguientes ejemplos. Los ejemplos se proporcionan solamente para
fines ilustrativos.

Ejemplo 1: Modelo de Cancer de Pulmén HER2

La frecuencia de sobreexpresion de HER2/neu en cancer de pulmén se ha estudiado principalmente en cancer de
pulmoén de células no pequefias, y las frecuencias publicadas de sobreexpresion de HER2/neu varian de 5 a 99%.
Los pacientes con tumores positivos para HER2/neu tienen supervivencia significativamente mas corta. También se
ha mostrado que la sobreexpresion de HER2/neu contribuye a tumorogénesis en lineas celulares de tumor de
pulmén. Véase, por ejemplo, Hirsch et al., Lung Cancer 36: 263-4 (2002), y Gatzemeier et al., Annals Oncology 15:
19-27 (2004). Sin embargo, los anticuerpos anti-HER2/neu (trastuzumab o HERCEPTIN®) no parecen eficaces en el
tratamiento de cancer de pulmén de células no pequefias positivo para HER2 en seres humanos. Gatzemeier et al.,
mencionado anteriormente.

Se produjeron ratones quiméricos que sobreexpresan de forma inducible HER2/neu en sus pulmones y desarrollan
cancer de pulmoén poco después de la induccion. Estos ratones se usaron para mostrar una relaciéon causa-efecto
entre HER2/neu y cancer de pulmén. Puesto que se usé una secuencia codificante de HER2/neu humana en la
preparacion de los ratones, los ratones son utiles para, entre otras cosas, desarrollar agentes terapéuticos de cancer
de pulmén que se dirigen a HER2/neu en pacientes humanos y para ensayar la eficacia anti-cancer de pulmén de
farmacos de HER2/neu conocidos. Los ratones se prepararon como sigue.

Se co-transfectd una linea celular ES INK4-/- en primer lugar con dos construcciones de expresion. La primera
construccion (CCSP-rtTA) contenia una secuencia codificante de transactivador de tetraciclina inversa (rtTA) unida
operativamente con un promotor de proteina secretora de células de Clara (CCSP) (Fisher et al., Genes &
Development 15: 3249-62 (2001). La segunda construccion (TetO-luc) contenia una secuencia codificante de
luciferasa (luc) unida operativamente a un promotor fos minimo que contenia una secuencia operadora de
tetraciclina (TetO). Se extrajeron lineas celulares ES que contenian tanto CCSP-tTA como TetO-luc por co-
transfeccion de estas dos construcciones junto con PGK-puromicina. Se aislaron clonalmente células resistentes a
puromicina y se genotiparon por PCR y transferencia de Southern con respecto a la presencia tanto de CCSP-rtTA
como de TetO-luc. Se inyectaron quince de estas lineas celulares resultantes en blastocistos para generar ratones
quiméricos, para evaluar el rendimiento relativo de las lineas celulares. La expresién inducible del gen indicador de
luciferasa en el pulmén se estudid in vitro por comparacién de sefiales luminiscentes de muestras de pulmoén
diseccionadas de quimeras que se habian expuesto o no a doxiciclina.
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Dos de las lineas celulares que pasaron el andlisis de expresion inducible se transfectaron adicionalmente con una
tercera construcciéon que contenia una secuencia codificante de HER2/neu humana unida operativamente a TetO. El
producto polipeptidico de HER2/neu contenia una mutacion V664E/Neu (es decir, sustitucion de valina con acido
glutamico en la posicion 664) junto con PGK-higromicina.659). Por tanto, en un ratén quimérico que contenia células
descendidas de las células ES modificadas por ingenieria genética, la expresion del gen HER2/neu estaba bajo el
control de rtTA y tetraciclina o un analogo de tetraciclina (por ejemplo, doxiciclina). Y puesto que el rtTA estaba bajo
el control del promotor de CCSP especifico de pulmén, el oncogén HER/neu se expresaria de forma inducible
solamente en los pulmones.

Por lo tanto, se inyectaron doce de estas lineas celulares ES en blastocistos de raton de hembras C57/BL6. Los
blastocistos inyectados se transfirieron a madres sustitutas para gestacion. Como se evalu6 cualitativamente (por
color del pelaje), aproximadamente 5% a mas del 90% del cuerpo de los animales resultantes se desarrollé en modo
mosaico a partir de las células ES modificadas por ingenieria genética. Se proporcioné después a los ratones agua
para beber que contenia doxiciclina (2 mg/ml) la semana cuatro. Los tejidos pulmonares de los ratones quiméricos
se analizaron por RT-PCR e inmunohistoquimica. Se observaron adenomas de pulmén en un periodo de siete
semanas después de comenzar el tratamiento. En un periodo de dos a cinco meses, se desarrollé6 adenocarcinoma
invasivo en los pulmones. Por lo tanto, estos datos demostraron que HER2/neu puede iniciar cancer de pulmén.

Los ratones HERZ2/neu quiméricos proporcionaron varias ventajas frente a modelos de cancer de pulmon
transgénicos convencionales que contenian las mismas modificaciones genéticas. En ratones transgénicos que
expresaron de forma inducible HER2/neu en los pulmones, se desarroll6 hiperplasia grave por todos los pulmones
en un periodo de dos a tres semanas desde la induccién. Los pulmones se volvieron no funcionales, dando como
resultado la muerte antes de que cualquier tumor tuviera la oportunidad de desarrollarse. De forma similar, en
ratones transgénicos que expresaban de forma inducible K-ras en los pulmones (Fisher et al, mencionado
anteriormente), las cargas tumorales eran tan altas que los animales morian antes de que los tumores tuvieran la
oportunidad de volverse invasivos. En los ratones HER2/neu quiméricos, por el contrario, hubo suficiente tejido de
pulmon sano restante para proporcionar supervivencia después de que se desarrollara hiperplasia. Como resultado,
las células de pulmon transformadas tuvieron tiempo de progresar a tumores invasivos mas malignos. Por lo tanto,
los ratones quiméricos permitieron estudios mas detallados de desarrollo de tumores.

Ejemplo 2: Modelo de Cancer de Mama de HER2

Se co-transfectaron células ES nulas homocigotas para Inkd4a con la siguientes cuatro construcciones, como
fragmentos separados: MMTV-rtTA, TetO-Her2"®*™"  TetO-luciferasa y PGK-puromicina. Se genotiparon células
resistentes a puromicina por PCR vy transferencia de Southern. La expresion inducible de los oncogenes en células
ES se analiz6 por transferencia de Northern. Las células ES transfectadas se inyectaron en blastocistos C57BL/6,
que se trasplantaron a ratones hembra seudo-embarazadas para gestacion que conduce a nacimiento de los ratones
quimeéricos.

Se usa la repeticion terminal larga de virus de tumor de mama de raton (MMTV) para dirigir la expresion especifica
de mama del transactivador de tetraciclina inversa (rtTA). El rtTA posibilita la expresion especifica de mama del
oncogén activado por HER2 cuando se proporciona doxiciclina a los ratones, por ejemplo, en su agua para beber.

La expresion inducible del oncogén HER2 vy luciferasa se confirmé por RT-PCR y ensayo de luciferasa
(respectivamente), usando células cultivadas derivadas del ratén. Se retiraron las glandulas mamarias de ratones
quiméricos y se digirieron con colagenasa. La mitad de los organoides recogidos se cultivaron en presencia de
doxiciclina, y la otra mitad se cultivé sin doxiciclina. Después de cinco dias en cultivo, las células se tripsinizaron, y
se us6 un decimo de las células para ensayo de luciferasa, y el resto se uso para extraccion de ARN.

El analisis histologico de tumores recogidos de ratones de modelo de cancer de mama de HER2 mostrd
adenocarcinomas invasivos. Se distinguieron dos patrones principales. Fueron un patréon de crecimiento en lamina
solido, y un patrén de crecimiento anidado con centros necroéticos.

El analisis inmunohistoquimico de tumores de mama de ratones de modelo de cancer de mama de HER2 revel6 dos
tipos celulares dentro de los tumores. El primer tipo celular fue de origen epitelial (positivo para citoqueratina) y
mostré expresion de HER2 y proliferacion fuerte. El segundo tipo celular fue de origen mesenquimal con apariencia
de tipo fibroblastica. Estas células fueron positivas para colageno. Estas células no mostraron proliferacion fuerte, y
presentaron funcion del estroma. Se vio apoptosis en los centros necréticos de la parte epitelial de los tumores.

Se realizaron estudios de regresion tumoral usando los ratones de modelo de cancer de mama de HER2. Se
seleccionaron dos ratones, portando cada uno mas de dos tumores inducidos por doxiciclina. El tamafio tumoral de
dos tumores se midi6é usando calibradores antes y después de que se retirara la doxiciclina del agua para beber. La
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doxiciclina se retird el dia seis. El tamafio tumoral se midié diariamente. Las mediciones de tamafios tumorales se
usaron para calcular el volumen tumoral. Se representaron los resultados y se determind la regresion de los tumores.
Todos los tumores experimentaron regresion, presentando dependencia de doxiciclina (Figura 1 y 2). El analisis
inmunohistoquimico de la regresion tumoral confirmé expresion de HER2 dependiente de doxiciclina. Por lo tanto, se
mostré que el crecimiento y mantenimiento de los tumores dependia de la expresion de HER2.

Ejemplo 3: Modelo de Cancer de Mama de K-RAS

Se co-transfectaron células ES nulas homocigotas para Ink4a con las siguientes cuatro construcciones, como
fragmentos separados: MMTV-rtTA, TetO-K-RAS®'?Y, TetO-luciferasa y PGK-puromicina. Se genotiparon células
resistentes a puromicina por PCR vy transferencia de Southern. La expresion inducible de los oncogenes en células
ES se analiz6 por transferencia de Northern. Las células ES transfectadas se inyectaron en blastocistos C57BL/6,
que se trasplantaron a ratones hembra seudo-embarazadas para gestacion que conduce a nacimiento de los ratones
quiméricos.

La expresion inducible del oncogén de K-RAS y luciferasa se confirmé por RT-PCR y ensayo de luciferasa
(respectivamente), usando células cultivadas derivadas del raton. Las glandulas mamarias se retiraron de ratones
quiméricos y se digirieron con colagenasa. La mitad de los organoides recogidos se cultivaron en presencia de
doxiciclina, y la otra mitad se cultivé sin doxiciclina. Después de cinco dias en cultivo, las células se tripsinizaron, y
se uso un decimo de las células para ensayo de luciferasa, y el resto se usé para extraccion de ARN.

El andlisis histologico de tumores recogidos de ratones de modelo de cancer de mama de K-RAS mostroé hiperplasia
en los conductos epiteliales de la glandula mamaria después de 2 meses en doxiciclina. Esta hiperplasia se observo
hasta el final del periodo de observacion (6 meses en doxiciclina).

Ejemplo 4: Modelo de Cancer de Pulméon de K-RAS

Se co-transfectaron células ES nulas homocigotas para Ink4a con las siguientes cuatro construcciones, como
fragmentos separados: MMTV-rtTA, TetO-K-RAS®'Y, TetO-luciferasa y PGK-puromicina. Se genotiparon células
resistentes a puromicina por PCR vy transferencia de Southern. La expresion inducible de los oncogenes en células
ES se analiz6 por transferencia de Northern. Las células ES transfectadas se inyectaron en blastocistos C57BL/6,
que se trasplantaron a ratones hembra seudo-embarazadas para gestacion que conduce al nacimiento de los
ratones quiméricos.

La expresion inducible del oncogén de K-RAS vy luciferasa se confirmé por RT-PCR, transferencia de Northern y
ensayo de luciferasa (respectivamente), usando tejido derivado de los pulmones de raton. Los pulmones se retiraron
de ratones quiméricos y se homogeneizaron. El material homogeneizado de ratones con y sin Doxiciclina se
compard en ensayos de Luciferasa y analisis de expresion de ARN.

El analisis histolégico de pulmones de los ratones que tomaban doxiciclina revelé6 mdultiples adenocarcinomas en el
pulmoén. Los adenocarcinomas pueden verse tan temprano como a los 3 meses con doxiciclina. Las quimeras con un
bajo porcentaje de células ES mostraron una latencia mas larga para desarrollo tumoral con una carga tumoral
global reducida. Los tumores derivan de neumocitos de tipo Il como se analiza por inmunohistoquimica usando
anticuerpos contra los antigenos SPC y CC10.

11



10

15

20

25

30

ES 2390076 T3

REIVINDICACIONES
1. Procedimiento para preparar un modelo de cancer de ratdn quimérico que comprende:

a) proporcionar una célula ES de raton que comprende una mutacion que suprime o inactiva un gen
supresor de tumores,

b) transfectar la célula ES con
(i) un primer vector que comprende un oncogén recombinante unido operativamente a un promotor
inducible que incluye un elemento de respuesta cuya actividad depende de un transactivador, y
(ii) un segundo vector que codifica el gen transactivador unido operativamente a un promotor especifico
de tejido,

c) inyectar la célula ES en un embrién de ratén, y

d) transferir el embrién a una madre sustituta de raton.

2. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que el oncogén recombinante se selecciona del grupo que consiste
en K-RAS, H-RAS, N-RAS, EGFR, MDM2, RhoC, AKT1, AKT2, c-myc, n-myc, B-catenina, PDGF, C-MET, PI3K-CA,
CDKA4, ciclina B1, ciclina D1, gen del receptor de estrogenos, gen del receptor de progesterona, Her2, ErbB1, ErbB3,
ErbB4, TGFa, TGF-B, ras-GAP, Shc, Nck, Src, Yes, Fyn, Wnt, Bcl2 PyV MT, y SV40 LT.

3. El procedimiento de la reivindicacion 2, en el que el oncogén recombinante es HER2, K-RAS o EGFR.

4. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la mutacién implica un par de alelos
nulos supresores de tumores seleccionados del grupo que consiste en Rb, P53, INK4a, PTEN, LATS, Apaf1,
Caspasa 8, APC, DPC4, KLF6, GSTP1, ELAC2/HPC2 o NKX3.1, ATM, CHK2, ATR, BRCA1, BRAC2, MSH2, MSHS6,
PMS2, Ku70, Ku80, DNA/PK, XRCC4 o MLH1, NF1, NF2, APC, WT, Patched y FHIT.

5. El procedimiento de la reivindicacion 4, en el que el par de alelos nulos supresores de tumor es un par de alelos
nulos Ink4a.

6. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el promotor inducible es un
promotor de Tet-O.

7. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el gen transactivador unido
operativamente a un promotor especifico de tejido es MMTV-rtTA o CCSP-rtTA.
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