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DESCRIPCION
Modelo de aterosclerosis en cerdos
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere un cerdo de tamafio miniatura genéticamente modificado como un modelo para
estudiar la aterosclerosis, en la que el modelo de cerdo de tamafio miniatura expresa al menos un fenotipo asociado
con dicha enfermedad. La invencion se refiere ademas a procedimientos mediante los que se obtiene el cerdo de
tamafio miniatura genéticamente modificado. Ademas, se describen procedimientos para evaluar la respuesta de un
tratamiento terapéutico de la aterosclerosis, para cribar la eficacia de una composicion farmacéutica, y un
procedimiento para el tratamiento de un ser humano que padece de aterosclerosis.

Antecedentes de la invencion

Animales transgénicos, no humanos, pueden ser utilizados para comprender la accion de un Unico gen o genes en el
contexto del animal completo y los fendmenos interrelacionados de la activacion, expresion e interaccion del gen. La
tecnologia ha llevado también a la obtencién de modelos para varias enfermedades en humanos y otros animales
que contribuye significativamente a una mejor comprension de los mecanismos genéticos y de los genes asociados
con enfermedades especificas.

Tradicionalmente, se han utilizado animales mas pequerios tal como ratones como modelos de enfermedades para
las enfermedades humanas y se ha encontrado que son adecuados como modelos para ciertas enfermedades. Sin
embargo, su valor como modelos animales para muchas enfermedades humanas es bastante limitado debido a
diferencias en los ratones comparados con los humanos. Los animales transgénicos mas grandes son mucho mas
adecuados que los ratones para el estudio de muchos de los resultados y tratamientos de la mayoria de las
enfermedades humanas debido a su mayor similitud con los humanos en muchos aspectos. Particularmente, se cree
que los cerdos son valiosos como modelos de enfermedades para las enfermedades humanas.

La aterosclerosis es, con mucho, la causa mas frecuente de arteriopatia coronaria (angina de pecho, infarto de
miocardio y muerte subita), de arteriopatia carétida (accidente cerebrovascular), y de arteriopatia periférica. La
aterosclerosis se conoce como el "endurecimiento de las arterias" que es causado por la formacién de numerosas
placas dentro de las arterias.

Es una enfermedad inflamatoria crénica, que se nutre de altos niveles de plasma de lipoproteinas ricas en colesterol,
que llevan al desarrollo de placas ateroscleréticas de células inflamatorias, desechos y células del musculo liso en
arterias’ de tamafio grande y mediano. Estas lesiones raramente presentan sintomas por si mismas. El proceso
mecanico en el que las placas se abren reventando, conocido como rupturas de la placa, causa las consecuencias
devastadoras de la aterosclerosis. Mediante este proceso, el nucleo trombogénico de la placa es expuesto al
sistema hemostatico de la sangre en circulacion y esto puede provocar un trombo agudo superpuesto limitante del
flujo.

En la mayoria de casos de aterosclerosis el componente genético es complejo, pero en algunos casos la herencia
de la enfermedad es monogénica. Estos casos se deben principalmente a mutaciones en los genes que codifican las
proteinas implicadas en el trafico de lipoproteinas, y las mas graves en humanos son causadas por mutaciones
nulas del homozigoto en el receptor de LDL (hipercolesterolemia familiar del homozigoto). Aunque el proceso de la
enfermedad en la deficiencia del receptor LDL del homozigoto es enormemente agresivo conduciendo a una
aterosclerosis coronaria grave en la infancia, se considera que la enfermedad no es cualitativamente diferente de lo
visto en la aterosclerosis de desarrollo mas lento. Por ello, las causas monogénicas de la aterosclerosis pueden
utilizarse como herramientas para modelizar la aterosclerosis y las complicaciones ateroscleréticas en modelos
animales genéticamente modificados.

Ratones deficientes en apolipoproteina E y en receptor de LDL con grave hipercolesterolemia y rapido desarrollo de
la aterosclerosis se crearon a principios de la década de 1990 por recombinacion homdloga en células®’ madre
embrionarias. Estos modelos de ratéon han contribuido a comprender muchos aspectos del desarrollo de la placa,
pero se consideran limitados como modelos para la aterosclerosis humana porque carecen de aterosclerosis
coronaria medible y no desarrollan la mayoria de las temidas complicaciones de la aterosclerosis, es decir, la ruptura
de la placa aterosclerética y la trombosis superpuesta. Ademas, debido a su pequefio tamafio, estos animales no
han ayudado a la investigacion por bioimagenes de la aterosclerosis y en la intervencién coronaria percutanea.

Las similitudes en la estructura cardiovascular y en la distribucién de las arterias coronarias con los humanos hacen
del cerdo una especie interesante para explorar la funcion y las enfermedades cardiovasculares. En dietas
convencionales (~3 % de grasa, peso/peso), los cerdos tienen bajos niveles de colesterol en plasma (~2 mmolll),
pero muchas razas de cerdos son susceptibles de hipercolesterolemia y aterosclerosis moderada cuando son
alimentados con una dieta alta en grasa saturada y colesterol, incluidos los cerdos9 de granja de tamafio miniatura
Yucatan8 y Yorkshire. Los cerdos de tamafio miniatura Yucatan tienen particular interés como modelos de la
aterosclerosis humana porque su peso de adulto es comparable con el de los humanos (60-80 kg para los machos y
50-70 kg para las hembras10) y por ello el equipo para obtener imagenes y la intervencion coronaria percutanea
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puede utilizarse directamente.

La mayoria de lesiones declaradas hasta la fecha han sido descritas en una progenie de grandes cerdos de granja
identificados en Wisconsin que albergan una mutacién de sentido erréneo de un tnico nucleétido en el gen receptor
para LDL que reduce la afinidad del receptor con sus Iigandos”. Una colonia de estos cerdos es actualmente
mantenida en Francia por el profesor Ludovic Drouet, INRA, Jouy en Josas. Los cerdos desarrollan aterosclerosis en
las arterias coronarias con muchos aspectos de la aterosclerosis humana incluidas las rupturas de la placa y la
trombosis superpuesta. Sin embargo, la hipercolesterolemia es moderada en una dieta normal de un cerdo
(colesterol total 5-8 mM) y la aterosclerosis se desarrolla solo lentamente a lo largo de varios afios. Para cuando
estos cerdos han desarrollado aterosclerosis son, con mucho, demasiado grandes para la mayoria de los fines
cientificos.

Aunque en décadas pasadas se han logrado avances considerables en la terapia farmacoldgica anti-aterosclerotica,
la aterosclerosis sigue siendo una de las principales causas de muerte y discapacidad grave en Dinamarca y en el
resto del mundo?. Hay al menos tres partes para una explicacion de esto.

En primer lugar, el enfoque convencional del factor de riesgo basado en la poblacién recomendado en las directivas
oficiales es incapaz de identificar aquellos que necesitan tratamiento a nivel individual®. Por ello, aunque los autores
de la invencion tienen acceso a un tratamiento preventivo eficaz se ven incapaces de identificar aquellos a los que
tratar. Este problema podria resolverse mediante imagenes diagnésticas de la aterosclerosis, que esta llegando a
ser tedricamente posible con la llegada de la nueva tecnologia®® de obtencion de imagenes de alta resolucion. Sin
embargo, para desarrollar agentes trazadores/de contraste y secuencias de imagenes que sean capaces de
visualizar placas ateroscleréticas y actividad de enfermedad aterosclerdtica, los autores de la invencién necesitan un
modelo animal de la enfermedad de tamafio humano que pueda ser examinado en escaneres con TC, RMy TEP en
el paciente.

En segundo lugar, la terapia anti-aterosclerética es eficaz en la prevencion de la aterosclerosis a largo plazo, pero
existe una carencia de terapia médica que sea eficaz en disminuir rapidamente el riesgo de complicaciones
trombdticas en personas que han consolidado una aterosclerosis grave. P. ej., en aquellas personas que han
identificado por si mismos presentar sintomas de aterosclerosis y en las que se promueve el maximo tratamiento,
todavia pueden tener lugar futuros acontencimientos. En la actualidad, el principal obstaculo para desarrollar tal
medicina es la carencia de un modelo animal en el que tengan lugar la ruptura de la placa y la trombosis arterial.

En tercer lugar, el mejor tratamiento para acontecimientos coronarios en la actualidad es principalmente la
intervencion coronaria percutanea con la colocacion de un estent, pero estos procedimientos estan sujetos a
complicaciones incluidas la trombosis del estent y la restenosis intra-estent. La mayor parte de la investigacion
dentro de esta importante area se lleva a cabo en arterias coronarias no afectadas del cerdo, pero este enfoque
tiene limitaciones obvias.

Por estas razones, un modelo de cerdo de tamaio humano con una grave aterosclerosis similar a la humana,
incluidas las rupturas de la placa y las complicaciones tromboticas, es mas necesario que nunca.

Aunque los genes responsables de la aterosclerosis hereditaria o involucrados en el desarrollo de la enfermedad
han sido identificados en humanos esto no significa que animales transgénicos para tales mutaciones presenten un
fenotipo comparable con el de la enfermedad humana. Sin embargo, la presente invencion ha mostrado
sorprendentemente que los modelos de cerdo de tamafio miniatura genéticamente modificados de acuerdo con la
presente invencién presentan el fenotipo de la aterosclerosis.

Sumario de la invenciéon

La presente invencion se refiere a un modelo de cerdo de tamafio miniatura genéticamente modificado que permite
el estudio de la aterosclerosis.

Por ello, un aspecto de la presente invencion se refiere a un cerdo de tamafio miniatura genéticamente modificado A
como un modelo para estudiar la aterosclerosis, en el que el modelo de cerdo de tamafio miniatura expresa al
menos un fenotipo asociado con la aterosclerosis y comprende al menos una mutacion en el

i. gen ApoE endoégeno y/o
ii. gen receptor del LDL enddgeno,
en la que al menos dicho fenotipo es hipercolesterolemia. el cerdo de tamafio miniatura.

Las realizaciones de la presente invencién comprenden, cerdos de tamafio miniatura seleccionados, por ejemplo, del
grupo constituido por Goettingen, Yucatan, Bama Xiang Zhu, Wuzhishan y Xi Shuang Banna, incluida cualquier
combinacién de los mismos. Sin embargo, otra realizacion se refiere a cerdos que no son un cerdo de tamafo
miniatura, tal como la especie Sus domesticus, por ejemplo donde el cerdo de tamafio miniatura se selecciona del
grupo constituido por Landrace, Yorkshire, Hampshire, Duroc, Chinese Meishan, Berkshire y Piétrain, incluida
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cualquier combinaciéon de los mismos. En una realizacion preferida el cerdo de tamafio miniatura es un cerdo de
tamafio miniatura Yucatan.

Realizaciones de la presente invencion comprenden el cerdo de tamafio miniatura modificado, en las que el cerdo de
tamafio miniatura comprende al menos una mutacion en un gen ApoE y/o LDL o parte del mismo, producto de la
transcripcion y/o de la traduccién o parte del mismo. En otra realizacion el cerdo de tamafio miniatura modificado
comprende al menos una mutacién en un gen ApoE enddgeno o parte del mismo, producto de la transcripcion y/o de
la traduccién o parte del mismo. En ofra realizacion el cerdo de tamafio miniatura modificado comprende al menos
una mutacién en un gen LDL enddgeno o parte del mismo, producto de la transcripcion y/o de la traduccion o parte
del mismo. En otra realizacion mas, se introduce al menos una mutacion en el gen ApoE o LDL enddgeno porcino
por recombinacion homéloga o alternativamente por integracion aleatoria. En otra realizaciéon mas, se introduce al
menos una mutacion en el gen ApoE o LDL enddgeno porcino, producto de la transcripcion y/o de la traduccion o
parte del mismo por ARNpi de dicho cerdo de tamafio miniatura.

Un segundo aspecto de la presente invencion se refiere a un blastocisto porcino genéticamente modificado derivado
del modelo de cerdo de tamafio miniatura genéticamente modificado como se divulga en el presente documento.

Un tercer aspecto de la presente invencion se refiere a un embrién porcino genéticamente modificado derivado del
modelo de cerdo de tamafio miniatura genéticamente modificado como se divulga en el presente documento.

Un cuarto aspecto de la presente invencion se refiere a un feto porcino genéticamente modificado derivado del
modelo de cerdo de tamafio miniatura genéticamente modificado como se divulga en el presente documento.

Un quinto aspecto de la presente invencion se refiere a una célula donante porcina genéticamente modificada
derivada del modelo de cerdo de tamafio miniatura genéticamente modificado como se divulga. el cerdo de tamafio
miniatura Realizaciones adicionales de los aspectos segundo y tercero comprenden una o mas de las caracteristicas
definidas anteriormente, en las que las etapas iv) y vi) se realizan de forma secuencial o simultanea, y
comprendiendo las realizaciones una o mas de las caracteristicas, en las que el embrién es cultivado in vitro. Un
embrion de este tipo puede ser cultivado en un cultivo secuencial. EI embridn, por ejemplo en el estadio de
blastocisto, es criopreservado antes de transferir a un mamifero anfitrion.

En los procedimientos de la presente invencion, las realizaciones de la presente invencién abarcan cerdos de
tamafio miniatura seleccionados, por ejemplo, del grupo constituido por Goettingen, Yucatan, Bama Xiang Zhu,
Wuzhishan y Xi Shuang Banna, incluida cualquier combinacion de los mismos. el cerdo de tamafio miniatura.

Un aspecto adicional de la presente invencién concierne a un procedimiento para evaluar el efecto de un tratamiento
terapéutico de la aterosclerosis, comprendiendo dicho procedimiento las etapas de

i) proporcionar el modelo de cerdo de tamafio miniatura de acuerdo con la reivindicacion 1,

ii) evaluar el efecto observado en dicho modelo de cerdo de tamafio miniatura tratado con dicha composicion
farmacéutica. el cerdo de tamafio miniatura dicho cerdo de tamafio miniatura.

En una realizacion, el procedimiento comprende ademas una etapa de asesoramiento sobre el tratamiento médico
basado en los efectos observados anteriormente mencionados.

Un aspecto adicional mas de la presente invencion se refiere a un procedimiento para cribar la eficacia de una
composicion farmacéutica, comprendiendo dicho procedimiento las etapas de

i) proporcionar el modelo de cerdo de tamafio miniatura de acuerdo con la reivindicacion 1,

ii) expresar en dicho modelo de cerdo de tamafio miniatura dicho determinante genético y emplear dicho fenotipo
para dicha enfermedad,

i) evaluar el efecto, si lo hay, sobre dicho modelo de cerdo de tamafio miniatura tratado con dicha composicion
farmacéutica. el cerdo de tamafio miniaturadicho cerdo de tamafio miniaturadicho cerdo de tamafio miniaturael cerdo
de tamafio miniatura.

Descripcion de los dibujos

La Figura 1 muestra el nimero de clones resistentes después de la cotransfeccion de pSBT-HCRapoE-hAAT-
PCSK9-bpA con pCMV-mSB (lzquierda) y pPCMV-HSB3 (Derecha).

La Figura 2 muestra la expresion transitoria de pSBT-HCRapoE-hAAT-PCSK9-BpA en células HepG2 seguido de
tincion inmunocitoquimica para PCSK9-FLAG utilizando un anticuerpo anti-FLAG y estreptavidina conjugada con
Alexa-594 (fluorescencia roja). A. Células HepG2 de control no transfectadas. B. Células HepG2 transfectadas con
pSBT-HCRapoE-hAAT-PCSK9-BpA. C. Transfeccion transitoria del plasmido pEGFP-N1 (Invitrogen) que expresa la
proteina fluorescente verde potenciada (eGFP) para indicar la eficiencia de la transfeccion.
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La Figura 3 muestra el plasmido pSBT/cHS4.H1p.PGK-puro.U6p.cHS4 basado en el transposon Sleeping Beauty
para la expresion estable del ARNhc. Los ARNhc (ARN de horquilla corta) pueden ser expresados bajo el promotor
U6 o H1, o ambos. Los casetes de expresion estan flanqueados por secuencias aisladoras cHS4 (Chung J.H. et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU., 1997; 94(2):575-580) para proteger los casetes de expresion del silenciamiento por
los efectos de posicion después de la integracion gendmica.

La Figura 4 muestra el eficiencia con la expresion disminuida del ARNhc dirigido hacia las dianas T1 a T10 del
nucledtido 19 en los ARN de fusion del receptor LDL de luciferasa Renilla. EI T8 y el T9 se comportan mejor en la
prueba de cribado.

La Figura 5 muestra la tecnologia bifasica de la presente invencién en la que un vector SB integrador, que transporta
un gen reportero y un gen marcador selectivo, sirve como un reportero para la expresion génica continua y, como
consecuencia, como una diana para la insercion génica. En una segunda etapa de modificacion este vector puede
servir como una diana para la insercién de uno o mas casetes de expresion génica en un locus bien caracterizado.

La Figura 6 muestra una representacion esquematica de pSBT/RSV-GFIP.

La Figura 7 muestra la transposicion de vectores SB en fibroblastos porcinos. Se empled un trasposon estandar que
codifica un gen (SBT/PGK-puro) con resistencia a la puromicina y se detectaron niveles variables de la
transposiciéon, dando como resultado aproximadamente 75 colonias resistentes al farmaco en cultivos de fibroblastos
cotransfectados con pSBT/PGK-puro y pCMV-SB, menos de 3 colonias aparecieron después de la transfeccion con
pSBT/PGK-puro y pCMV-mSB, la ultima codificando una versién inactiva de la transposasa. Curiosamente, se
obtuvo una media de casi 140 colonias utilizando la variante HSB3 de transposasa hiperactiva, que indica que HSB3
también en células porcinas intermedia mayores niveles de transposicion comparados con la transposasa SB
original.

La Figura 8 muestra la eficiente insercion de un vector SB marcado FRT en clones de células fibroblastos de cerdo
marcadas con SB que contenian un sitio diana de recombinaciéon Flp para la insercion génica especifica del sitio
fueron cotransfectados el plasmido pSBT/loxP.SV40-lopP257 con pCMV-mSB, pCMV-SB, y pCMV-HSB3,
respectivamente. EIl HSB3 mostré de nuevo la mayor actividad, dando como resultado aproximadamente 30 colonias
resistentes al farmaco después de la transfeccién de fibroblastos 3 H 10,

La Figura 9 muestra un andlisis del clon por microscopia de fluorescencia de colonias resistentes a la puromicina
aisladas y expandidas que demuestra la expresion eficiente del FRTeGFP.

Figura 10. (a) Triseccion de ovocitos; (b) Pareados de fragmentos fibroblasto-ovocito para la primera fusion; (c)
embriones reconstruidos con tripletes (obsérvese la elongacién bajo la corriente AC); (d) fusion de los tripletes. Barra
de escala = 50 pm.

Figura 11. (a) Ovocitos madurados in vitro después de la digestién parcial de la zona. (b) Ovocitos desgrasados
después de la centrifugacion. (c) Biseccion de ovocitos desgrasados. (d) Pareados de fragmentos fibroblasto-ovocito
para la primera fusion. (e) Embriones reconstruidos en estadios de cuatro células desarrolladas a partir de ovocitos
desgrasados. (f) Embriones reconstruidos en el estadio de cuatro células desarrollados a partir de ovocitos intactos.
(g) Blastocistos re-expandidos a partir de embriones desgrasados después de calentamiento. (h) Tincién Hoechst e
iluminacion UV de blastocistos re-expandidos a partir de embriones desgrasados después de calentamiento. La
barra representa 100 um.

Figura 12. Biseccion en enucleacién quimicamente asistida. Obsérvese el cono de extrusién o cuerpo polar
conectado a la parte mas pequefia (carioplasto putativo). Imagen estereomicroscépica. La barra representa 50 pm.

Figura 13. Tincién Hoechst e iluminaciéon UV de la ausencia y presencia de cromatina. Luz UV, imagen microscopica
fluorescente invertida. La barra representa 50 ym. (a) La ausencia de cromatina en citoplastos putativos (b) La
presencia de cromatina en carioplastos putativos.

Figura 14. Imagen estereomicroscopica de los blastocistos el Dia 7 producida con enucleacion artesanal
quimicamente asistida (CAHE). La barra representa 50 pm.

Figura 15. Tincion Hoechst e iluminacion UV de blastocisto desarrollado después de enucleacion artesanal
quimicamente asistida (CAHE). La barra representa 50 pm.

Descripcion detallada de la invencién

La presente invencion concierne a un modelo de cerdo de tamafo miniatura genéticamente modificado, blastocistos,
células donantes y/o fetos para estudiar la aterosclerosis en la que el modelo de cerdo de tamafio miniatura expresa
al menos un fenotipo asociado con la aterosclerosis.

Se comprendera que la invencién no comprende procesos para modificar la identidad genética de cerdos que es
probable que les causen sufrimiento sin ningin beneficio médico sustancial para el hombre o el animal, o los
animales resultante de tales procesos.
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La presente invencion también se refiere a embriones de cerdo de tamafio miniatura genéticamente modificado
obtenibles por los procedimientos descritos en el presente documento.

Los procedimientos para producir el modelo de cerdo de tamafo miniatura para estudiar la aterosclerosis descritos
en el presente documento no abarcan una etapa quirurgica realizada sobre el cerdo de tamafio miniatura.

El término "enddgeno" se utiliza en el presente documento para especificar un gen particular presente de forma
natural en el genoma de una célula diana particular (por ejemplo las células de un cerdo).

La expresion "determinante genético" se usa en el presente documento para referirse a una "molécula de
polinucledétido” o "acido nucleico” de una sola cadena o de doble cadena que comprende un gen estructural de
interés. El "determinante genético" codifica una proteina no producida normalmente en cantidades apreciables en las
células diana. Por ello, los "determinantes genéticos" incluyen acidos nucleicos que no se encuentran normalmente
en el genoma de la célula diana. Los "determinantes genéticos" también incluyen acidos nucleicos que se
encuentran normalmente dentro del genoma de la célula diana, pero estan en una forma que permite la expresion de
proteinas que no se expresan normalmente en las células diana en cantidades apreciables. Alternativamente, los
"determinantes genéticos" pueden codificar una forma variante o mutante a partir de una proteina que aparece de
forma natural.

El término "polinucledtido” y la expresion "acido nucleico" se usan de forma intercambiable, y, cuando se usa en
singular o en plural, se refiere generalmente a cualquier polirribonucleétido o polidesoxirribonucleétido, que puede
ser ARN o ADN no modificado o ARN o ADN modificado. Por ello, por ejemplo, los polinucleétidos como los
definidos en el presente documento incluyen, sin limitacion, ADN y ARN de una sola cadena o de doble cadena,
ADN que incluye zonas de una sola cadena o de doble cadena, ARN de una sola cadena o de doble cadena, y ARN
que incluye zonas de una cadena o de doble cadena, moléculas hibridas que comprenden ADN y ARN que pueden
ser de una sola cadena o, mas tipicamente, de doble cadena o incluyen zonas de una sola cadena y zonas de doble
cadena. Ademas, el término "polinucleétido" como se usa en el presente documento se refiere a zonas de cadena
triple que comprenden ARN o ADN o tanto ARN como ADN. Las cadenas en tales zonas pueden ser de la misma
molécula o de diferentes moléculas. Todas las zonas pueden incluir una o mas de las moléculas, pero mas
tipicamente afectan a solo una zona de alguna de las moléculas. Una de las moléculas de una zona de triple hélice
es a menudo un oligonucledtido. El término "polinucledtido” incluye especificamente los ADNc. El término incluye los
ADN (incluidos los ADNCc) y los ARN que contienen una o mas bases modificadas. Por ello, los ADN o los ARN con
cadenas principales modificadas por estabilidad o por otras razones son "polinucleétidos" como ese término esta
previsto en el presente documento. Ademas, los ADN o ARN que comprenden bases inusuales, tal como inosina, o
bases modificadas, tal como bases tritiadas, se incluyen dentro del término "polinucleétidos" como se define en el
presente documento. En general, el término "polinucleétido” recoge todas las formas quimicamente,
enzimaticamente y/o metabolicamente modificadas de polinucleétidos no modificados, asi como las formas quimicas
de ADN y ARN caracteristicas de virus y células, incluidas células simples y complejas.

El término cerdo "transgénico" y la expresion cerdo "genéticamente modificado” se usan con idéntico significado en
el presente documento.

La presente invencion se refiere a un modelo de cerdo de tamafo miniatura modificado para estudiar la
aterosclerosis, en la que el modelo de cerdo de tamafio miniatura expresa al menos un fenotipo asociado con la
aterosclerosis.

Cerdos

La presente invencion se refiere a un cerdo de tamafo miniatura modificado como un modelo para estudiar la
aterosclerosis, en el que el modelo de cerdo de tamafio miniatura expresa al menos un fenotipo asociado con la
aterosclerosis. El cerdo de tamafo miniatura de la presente invencion pueden ser cualquier cerdo.

El cerdo de tamafio miniatura esta en términos evolutivos muy cerca de los humanos si lo comparamos, por ejemplo,
con los roedores. Es mas, el cerdo de tamafio miniatura se ha utilizado ampliamente en la investigacion biomédica
debido a las similitudes entre la fisiologia humana y la porcina (Douglas, 1972; Book & Bustad, 1974).

El cerdo de tamafio miniatura se selecciona preferiblemente del grupo constituido por Goettingen, Yucatan, Bama
Xiang Zhu, Wuzhishan y Xi Shuang Banna. Por ello, la presente invencion se refiere a cualquiera de Goettingen,
Yucatan, Bama Xiang Zhu, Wuzhishan y Xi Shuang Banna de forma separada, o en cualquier combinacién. En una
realizacién preferida de la invencién se emplea el cerdo de tamafio miniatura Yucatan.

El cerdo de tamafio miniatura Goettingen (Gottingen) pesa aproximadamente 30 kg. Sin embargo, la alternativa al
cerdo de tamafio miniatura Goettingen es el cerdo de tamafio miniatura Yucatan. Realizaciones preferidas de la
presente invencion comprenden el cerdo de tamafio miniatura Goettingen, o el cerdo de tamafio miniatura Yucatan.

Genéticamente modificados

Las modificaciones genéticas son introducidas en la célula somatica antes de la transferencia nuclear de la célula.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2547015713

Sin embargo, la modificacion genética puede en otra realizacién ser introducida durante el proceso de la
transferencia nuclear de la célula, por ejemplo por adicién de transgenes en diferentes etapas del procedimiento de
clonacion artesanal (HMC) que encontrara entonces su camino hacia el genoma del embrion.

Las modificaciones genéticas comprenden la integracion aleatoria de un gen causante de una enfermedad, el gen
mutado, en el genoma de la célula somatica. También puede ser la integracion aleatoria de un gen normal no
mutado lo que causara una enfermedad cuando se exprese en un tejido especifico o en un nivel de expresion
especifico.

Sin embargo, la invencion se refiere también a cerdos de tamafo miniatura modificados, embriones, células
donantes, blastocistos y/o fetos obtenidos por transferencia del ARNm y/o de la proteina de los genes divulgados en
el presente documento. Por ello, la modificaciéon del cerdo de tamafio miniatura esta en una realizacion que no
conduce a la integracion de un transgen en el genoma del cerdo de tamafio miniatura, embridn, blastocisto y/o feto.

El gen o transgen introducido, el producto de la transcripcion y/o de la traduccion o parte del mismo pueden provenir
de cualquier especie, incluidas las bacterias, el cerdo, el ser humano, el ratén, la rata, la levadura, los invertebrados
o las plantas. Las secuencias reguladoras del transgen pueden llevar a una expresion omnipresente o inducible o
especifica del tejido y/o del tiempo y puede provenir también de cualquier especie incluidas el cerdo, el ser humano,
el ratdn, la rata, la levadura, los invertebrados o las plantas.

De manera importante, la modificacién genética en la célula somatica puede ser drigida a una zona especifica en el
genoma porcino por recombinacién homologa de una construccion dirigida o por procedimientos de correccion
génica. Esto podia ser la inactivaciéon (p. €j., el noqueado) de genes especificos que causaran una enfermedad o
fenotipo.

La recombinacion homodloga tiene lugar entre dos moléculas de ADN homdlogo. También se denomina
entrecruzamiento de ADN. Por recombinacion homologa, un segmento ADN puede reemplazar otro segmento de
ADN con una secuencia similar. El proceso implica rotura y reuniéon entre las zonas homoélogas de ADN, que es
mediada mediante enzimas especializadas. La técnica permite reemplazar un alelo con una construccién de
ingenieria sin afectar a ningun otro locus en el genoma. Usando recombinacién homodloga es posible dirigir la
insercion de un transgen a un locus conocido especifico del genoma de las células anfitrion. Conociendo la
secuencia ADN del locus diana, es posible reemplazar cualquier gen con una construccion de ADN genéticamente
modificada, reemplazando o suprimiendo de ese modo la secuencia diana. La técnica comprende descubrir y aislar
el gen normal y después determinar su funcién reemplazandola in vivo con una copia defectuosa. Este
procedimiento se conoce como "noqueado génico", que permite dirigir un gen especifico aprovechandose de la
recombinacion homoéloga. Las copias clonadas del gen diana son alteradas para hacerlas no funcionales y son
después introducidas en células ES donde se recombinan con el gen homodlogo en el genoma de la célula,
reemplazando el gen normal con una copia no funcional.

La recombinacion homéloga puede ser aprovechada de manera similar para generar genes de fusion o la insercion
de mutaciones puntuales en una estrategia de "activacion", en la que un vector diana, que comprende un exén
relevante del locus diana fusionado con la secuencia de ADNc de la pareja de fusién-translocacion cromosonica, es
transfectada en células madre embrionarias, por lo que la secuencia recombinante se fusiona con un gen endégeno
para generar la fusién de un gen.

Otra técnica aplicable que aprovecha el fendmeno denominado interferencia de ARN (ARNi), en que ARN de
pequenia interferencia de 21 nucleétidos (ARNpi) puede provocar una eficaz degradacion de los ARN especificos. La
interferencia de ARN constituye un nuevo nivel de regulacion génica en células eucariotas. Se basa en el hecho de
que la presencia de ARN de doble cadena en una célula elimina la expresion de un gen de la misma secuencia,
mientras que la expresion de otros genes no relacionados se deja inalterada. EI ARNpi estimula la maquinaria
celular para trocear otro ARN de una sola cadena que tiene la misma secuencia que el ARNpi. En una realizacion
preferida de la presente invencion, los ARNpi son dirigidos hacia ApoE porcina y/o LDL porcina. En una realizacion,
el ARNpi puede ser seleccionado a partir de secuencias de ARNpi, descritas en el presente documento.

Las modificaciones genéticas introducidas en el genoma porcino antes o durante el procedimiento de HMC pueden
ser también modificaciones epigenéticas (p. ej., metilacion de ADN o metilacion o acetilacion/desacetilacion de
histonas) al incubar células somaticas, ovocitos o embriones reconstruidos de la HMC con componentes quimicos tal
como tricostatina o compuestos con un efecto similar.

La presente invencion se refiere a un cerdo de tamafio miniatura, blastocisto, embrion, feto y/o célula donante
modificados que comprenden un determinante genético en forma de al menos una mutacion en el gen ApoE
enddgeno, y por ello porcino, y/o al menos una mutacion en un gen LDL enddégeno, y por ello porcino, de forma
separada o en combinacién como se describe en detalle en el presente documento.

La presente invencion también se refiere a embriones, blastocistos y/o fetos porcinos derivados de un cerdo de
tamano miniatura modificado que expresa al menos un fenotipo asociado con la aterosclerosis.

Esta dentro del alcance de la presente invencion que el cerdo de tamafio miniatura, blastocisto, embrién, feto y/o



10

15

20

25

30

ES 2547015713

célula donante modificados comprenden al menos una mutacion, tal como 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o 15 mutaciones
en el gen ApoE y/o en el gen LDL.

En una realizacion de la presente invencién el cerdo de tamafo miniatura modificado de acuerdo con la presente
invencion es mutado en el gen ApoE o parte del mismo, en el producto de la transcripcion y/o de la traduccion o
parte del mismo (SEQ ID NO: 1,SEQ ID NO:2) y/o en el gen LDL o parte del mismo, producto de la transcripcion y/o
de la traduccién o parte del mismo (SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO:4)). Los genes son mutados asi que la funcion del
gen es interrumpida. Se comprende que una mutacioén y/o una funcién interrumpida del gen dara como resultado una
reduccion de la cantidad de producto de la transcripcion o parte del mismo y/o producto de la traducciéon o parte del
mismo de dicho gen comparada con la cantidad de producto de la transcripcion y/o de la traduccion del gen en
cuestion, en el presente documento el gen ApoE y/o el gen LDL.

Sin embargo, en otra realizacion el cerdo de tamafio miniatura transgénico es transgénico por una combinacion de
mutaciones, por ejemplo al menos una mutacion en el gen ApoE enddgeno porcino y/o al menos una mutacion en el
gen LDL enddgeno porcino.

Las mutaciones introducidas en el gen ApoE enddgeno porcino y/o en el gen LDL enddgeno porcino o parte del
mismo pueden ser introducidas por cualquier procedimiento conocido por la persona experta en la técnica. En una
realizacion, se introduce, al menos, una mutacion mediante el noqueado a través de recombinacion homadloga. Sin
embargo, en otra realizacion preferida, al menos una mutacion esta en la forma de una disminucién en la cantidad
de producto de la transcripcion y/o de la traduccién o parte del mismo del gen ApoE enddgeno y/o del LDL endégeno
comparada con la cantidad de producto de la transcripcion y/o de la traduccién o parte del mismo de un gen ApoE
y/o un gen LDL silvestres. Un procedimiento preferido para disminuir la cantidad de ApoE y/o LDL producto de la
transcripcion y/o de la traduccion o parte del mismo es mediante el uso de los ARN pequefios de interferencia
(ARNpi) dirigidos contra los productos transcripcionales o partes del mismo del gen ApoE y/o del gen LDL. En una
realizacién preferida, el producto de la transcripcion o parte del mismo del gen LDL es dirigido. Dianas no limitantes
de los ARN pequeiios de interferencia con expresion disminuida de los receptores LDL se muestran en la Tabla 1.
Cada una de las dianas se pueden escoger de forma separada, o en cualquier combinacion. En una realizacion
preferida la diana es T8. En otra realizacion la diana preferida es T9.

Tabla 1.

Dianas de los ANRhc dirigidos al receptor de LDL con expresion disminuida

Primera base en la secuencia AF065990 del ADNc del cerdo Secuencia
T1 763 tgtcaaagcggcgagtgca
T2 889 tcccatatctgcaatgacc
T3 1150 accctggaccgtagtgagt
T4 1308 tgacaccattattggcgaa
T5 1309 gacaccattattggcgaag
T6 1439 agactctcttccaagagaa
T7 1553 tgaacggagtggacgtcta
T8 1814 tcacaggctcggacataca
T9 858 CCAACGAGTGTCTGGACAA
T10 1109 CCTACCTCTTCTTCACCAA

Una o mas mutaciones del gen ApoE y/o LDL pueden estar en la zona codificante del gen ApoE y/o LDL, sin
embargo, una o mas mutaciones del gen ApoE y/o LDL pueden ser también determinadas en al menos una
secuencia reguladora del gen ApoE y/o LDL. Por secuencia reguladora se pretende indicar secuencias que regulan
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el proceso de la transcripcion y de la traduccion, por ejemplo, promotores, potenciadores, secuencias que afectan a
la poliadenilacién, inicio de la traduccion o de la transcripcion, y corte y empalme de productos transcripcionales. Los
promotores y potenciadores que controlan la transcripcion de genes que codifican proteinas estan compuestos de
multiples elementos genéticos. La maquinaria celular es capaz de reunir e integrar la informacion reguladora
transmitida por cada elemento, permitiendo que genes diferentes desarrollen distintos, a menudo complejos,
patrones de regulacion transcripcional. Los genes ApoE y/o LDL pueden, alternativamente, ser mutados en uno o
mas de sus exones.

En una realizacion, el gen ApoE enddgeno porcino del cerdo de tamafio miniatura, embrién, blastocisto, célula
donante y/o feto de la presente invencion genéticamente modificados es mutado en uno o mas de sus exones,
interrumpiendo asi la funcion génica de la ApoE. Por ello, puede ser mutado cualquier exén 1, exén 2, exén 3, o
exon 4 del gen ApoE porcino. El exén 1 esta situado en el nucledtido 832-857 del gen ApoE porcino, el exén 2 en el
nucledtido 1663-1728, el exon 3 en los nucledtidos 2473-2662, el exdn 4 en los nucledtidos 3037-3879 del gen ApoE
porcino. En una realizacién preferida, uno o mas exones de la ApoE y/o de la LDL es mutado interrumpiendo el exon
debido a la insercién de una construccién de nucledtidos por recombinacion homologa y tecnologia de noqueado.

Es mas, se comprende que el cerdo de tamafio miniatura, embrién, blastocisto, célula donante y/o feto de la
presente invencion genéticamente modificados comprende el producto de la transcripcion o parte del mismo y/o el
producto de la traduccién o parte del mismo de los genes ApoE y/o LDL porcinos como se ha descrito anteriormente.

En la mayoria de los casos de aterosclerosis, el componente genético es complejo, pero en algunos casos la
herencia de la enfermedad es monogénica. Estos casos son principalmente causados por mutaciones en genes que
codifican proteinas implicadas en el trafico de lipoproteinas, y los mas graves en humanos son causados por
mutaciones que afectan a la lipoproteina mediada por el receptor de LDL (hipercolesterolemia familiar dominante
recesiva y autosémica).

Identidad de secuencias

En el presente documento se usan equivalentes y variantes funcionales de forma intercambiable. En una realizacion
preferida de la invencion, se proporcionan también variantes del gen del receptor de LDL y/o de la apolipoproteina A.
Si son polipéptidos, las variantes se determinan en base a su grado de identidad o su homologia con una secuencia
predeterminada de aminoacidos, siendo dicha secuencia predeterminada de aminoacidos productos de los genes
del receptor de LDL y/o de la apolipoproteina A como se describe en el presente documento, o, si la variante es un
fragmento, un fragmento de cualquiera de las secuencias de aminoacidos anteriormente mencionadas,
respectivamente.

En consecuencia, las variantes tienen, preferiblemente, al menos una identidad de secuencias del 91 %, por ejemplo
al menos una identidad de secuencias del 91 %, tal como al menos una identidad de secuencias del 92 %, por
ejemplo al menos una identidad de secuencias del 93 %, tal como al menos una identidad de secuencias del 94 %,
por ejemplo al menos una identidad de secuencias del 95 %, tal como al menos una identidad de secuencias del 96
%, por ejemplo al menos una identidad de secuencias del 97 %, tal como al menos una identidad de secuencias del
98 %, por ejemplo una identidad de secuencias del 99 % con la secuencia predeterminada.

Las siguientes expresiones se usan para describir las relaciones de las secuencias entre dos o mas polinucleétidos:
"secuencia predeterminada”, "ventana de comparacién”, "identidad de secuencias”, "porcentaje de identidad de
secuencias" e "identidad sustancial”.

Una "secuencia predeterminada” es una secuencia definida usada como una base para una comparaciéon de
secuencias; una secuencia predeterminada puede ser un subconjunto de una secuencia mayor, por ejemplo, como
un segmento de una secuencia de un ADN o gen en toda su longitud dada en un listado de secuencias, tal como
una secuencia polinucleotidica de los genes del receptor de LDL y/o de la apolipoproteina A como se describe en el
presente documento o pueden comprender una secuencia de ADN o de gen completa. Generalmente, un secuencia
predeterminada tiene al menos 20 nucledtidos de longitud, frecuentemente al menos 25 nucledtidos de longitud, y a
menudo al menos 50 nucledtidos de longitud.

Como dos polinucleétidos pueden cada uno (1) comprender una secuencia (es decir, una parte de la secuencia
polinucleotidica completa) que es similar entre los dos polinucleétidos, y (2) pueden comprender ademas una
secuencia que es divergente entre los dos polinucledtidos, comparaciones de secuencias entre dos (0 mas)
polinucleétidos se llevan a cabo tipicamente comparando secuencias de los dos polinucleétidos sobre una "ventana
de comparaciéon" para identificar y comparar regiones locales de similitud de secuencias. Una "ventana de
comparacion”, como se usa en el presente documento, se refiere a un segmento conceptual de al menos 20
posiciones de nucledtidos contiguos en la que una secuencia polinucleotidica puede ser comparada con una
secuencia predeterminada de al menos 20 nucledtidos contiguos y en la que la parte de la secuencia
polinucleotidica en la ventana de comparacién puede comprender adiciones o supresiones (es decir, huecos) de 20
por ciento o menos comparado con la secuencia predeterminada (que no comprende adiciones ni supresiones ) para
un alineamiento 6ptimo de las dos secuencias.

El alineamiento éptimo de las secuencias para alinear un ventana de comparacién puede ser conducido por el
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algoritmo de la homologia local de Smith y Waterman (1981) Adv. Appl. Math. 2: 482, por el algoritmo de la
homologia de alineamiento de Needleman y Wunsch (1970) J. Mol. Biol. 48: 443, mediante la investigacion del
procedimiento de similitud de Pearson y Lipman (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. (U.S.A.) 85: 2444, mediante
aplicaciones por ordenador de estos algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA, y TFASTA en el Wisconsin Genetics
Software Package Release 7.0, Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Madison, Wis.), o por inspeccion, y se
selecciona el mejor alineamiento (es decir, dando como resultado el mas elevado porcentaje de homologia sobre la
ventana de comparacion) generado por los diversos procedimientos.

La expresion "identidad de secuencias” significa que dos secuencias polinucleotidicas son idénticas (es decir, en una
base nucleétido-a-nucleétido) sobre la ventana de comparacion. La expresion "porcentaje de identidad de
secuencias" se calcula comparando dos secuencias 6ptimamente alineadas sobre la ventana de comparacion,
determinando el nimero de posiciones en las que la base de acido nucleico idéntica (p. ej., A, T, C, G, U, o 1)
aparece en ambas secuencias para producir el nimero de posiciones coincidentes, dividiendo el numero de
posiciones coincidentes por el niumero total de posiciones en la ventana de comparacion (es decir, el tamafio de la
ventana), y multiplicando el resultado por 100 para producir el porcentaje de identidad de secuencias. La expresion
"identidad sustancial" como se usa en el presente documento indica una caracteristica de una secuencia
polinucleotidica, en la que el polinucleétido comprende una secuencia que tiene al menos una identidad de
secuencias del 85 por ciento, preferiblemente, al menos una identidad de secuencias del 90 al 95 por ciento, mas
normalmente al menos una identidad de secuencias del 99 por ciento comparado con un secuencia predeterminada
sobre una ventana de comparacién de al menos posiciones de 20 nucleétidos, frecuentemente sobre una ventana
de al menos 25-50 nucledtidos, en la que el porcentaje de identidad de secuencias se calcula comparando la
secuencia predeterminada con la secuencia polinucleotidica que puede incluir supresiones o adiciones cuyo total es
20 por ciento o menos de la secuencia predeterminada sobre la ventana de comparacién. La secuencia
predeterminada puede ser un subconjunto de una secuencia mayor, por ejemplo, como un segmento de la
secuencia polinucleotidica del gen receptor de LDL y/o apolipoproteina A de longitud completa, ilustrada en el
presente documento.

La identidad de secuencias se determina en una realizacion utilizando fragmentos de secuencia de ApoE porcino o
humano, o péptidos de LDL porcino o humano, péptidos PCSK9 porcino o humano que comprenden al menos 25
aminoacidos contiguos y que tienen una secuencia de aminoacidos que es al menos 80 %, tal como 85 %, por
ejemplo 90 %, tal como 95 %, por ejemplo 96 %, tal como 97 %, por ejemplo 98 %, tal como 99 % idéntica a los
aminoacidos descritos en el presente documento, en la que la identidad en tanto por ciento se determina con el
algoritmo GAP, BESTFIT o FASTA en la Wisconsin Genetics Software Package Release 7.0, utilizando pesos de
huecos por defecto.

Sustituciones de aminoacidos conservativas:

Las sustituciones dentro de los grupos de aminoacidos, mostrados mas abajo, se consideran sustituciones de
aminoacidos conservativas. Las sustituciones entre los diferentes grupos de aminoacidos se consideran
sustituciones de aminoacidos no conservativas.

P, A, G, S, T (neutra, débilmente hidréfoba)
Q, N, E, D, B, Z (hidrdfila, aminoacido)

H, K, R (hidrdfila, basica)

F, Y, W (hidréfoba, aromatica)

L, I, V, M (hidrofoba)

C (formacion de entrelazamientos)

Mediante la expresion "productos de la transcripcion o de la traduccién" se pretende indicar en el presente
documento productos de la transcripcion del gen, tal como un transcrito de ARN, por ejemplo un transcrito de ARN
sin proceso de corte y empalme, un transcrito de ARNm y dichos productos de corte y empalme del transcrito de
ARNm, y productos de la traduccion del gen, tal como polipéptido o polipéptidos traducidos de cualquiera de los
transcritos de ARNm del gen y varios productos del procesado posterior a la traduccién de dichos polipéptidos, tal
como los productos del procesado proteolitico posterior a la traduccién del polipéptido o polipéptidos o productos de
varias modificaciones posteriores a la traduccién de dicho polipéptido o polipéptidos.

Como se usa en el presente documento, la expresion "producto de la transcripcion del gen" se refiere a una
molécula de ARN premensajero, pre-ARNm, que contiene la misma informacién de secuencia (si bien, los
nucleétidos U reemplazan a los nucledtidos T) que el gen, o la molécula de ARN mensajero maduro, ARNm, que era
producida debido a corte y empalme del pre-RNAm, y es un molde para la traduccion de informacién genética del
gen en una proteina.
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Fenotipos

Son muchos los fenotipos asociados con la aterosclerosis. Se comprende que el modelo de cerdo de tamafio
miniatura de la presente invencién expresa al menos un fenotipo asociado con la aterosclerosis, tal como tres, por
ejemplo cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez, once, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 o 20 fenotipos asociados
con la aterosclerosis. Ejemplos no limitantes de dichos fenotipos son hipercolesterolemia, acumulaciéon de grasa,
colesterol y otras sustancias en las paredes de las arterias, formacion de placa, estenosis, obstruccion del flujo
sanguineo, ruptura de la placa, infarto, y/o claudicacion.

Al menos un fenotipo asociado con la aterosclerosis es la hipercolesterolemia. La hipercolesterolemia es un aumento
en la cantidad de colesterol comparado con un nivel estandar en el cerdo de tamaiio miniatura observado antes del
comienzo de un aumento en la cantidad de colesterol o comparado con un nivel estandar determinado de una
poblacién de cerdos. La cantidad de colesterol se mide, preferiblemente, en el plasma de los cerdos. Un aumento en
colesterol en plasma es al menos 10 % comparado con un nivel estandar, tal como al menos 15 %, por ejemplo 20
%, tal como 25 %, por ejemplo 30 %, tal como al menos 35 %, por ejemplo al menos 40 %, tal como al menos 45 %,
por ejemplo al menos 50 %, tal como al menos 55 %, por ejemplo al menos 60 %, tal como al menos 65 %, por
ejemplo al menos 70 %, tal como al menos 75 %, por ejemplo al menos 80 %, tal como al menos 85 %, por ejemplo
al menos 90 %, tal como al menos 95 %, por ejemplo al menos 100 %, tal como al menos 110 %, por ejemplo al
menos 120 %, tal como al menos 150 %, por ejemplo al menos 175 %, tal como al menos 200 %, por ejemplo al
menos 250 %, tal como al menos 300 %, por ejemplo al menos 350 %, tal como al menos 400 %, por ejemplo al
menos 450 %, tal como al menos 500 comparados con un nivel estandar.

Por ello, un aumento de un 10 % en hipercolesterolemia en un cerdo que tiene un nivel estandar de 2 mmol/l
corresponde a una cantidad de colesterol de 2,2 mmol/l.

Los fenotipos asociados con la aterosclerosis comprenden la acumulacion de grasa, colesterol y otras sustancias en
las paredes de las arterias y forman placas. Finalmente, los depositos de placa pueden hacer las arterias menos
flexibles. El endurecimiento de la arteria puede dar como resultado un disminucion en el flujo sanguineo (estenosis)
e incluso la obstruccion del flujo sanguineo. Como consecuencia, un insuficiente suministro de sangre a los 6rganos.
La arteria puede compensar el estrechamiento de la arteria mediante el alargamiento de la arteria que si es excesivo
lleva a la formacién de una aneurisma. Si disminuye el flujo sanguineo en las arterias que llevan al corazén, puede
aparecer dolor toracico. También pueden romperse placas (ruptura de placa), dando lugar a piezas de material que
se mueven a través de la arteria, dando lugar a la formacién de un trombo que ralentizara o detendra el flujo
sanguineo, llevando a la muerte de los tejidos afectados por la detencion del flujo sanguineo, también conocido
como infarto. Esta es una causa comun del ataque al corazén y del accidente cerebrovascular. Alrededor de los
depdsitos de placa también pueden formarse coagulos de sangre. Los coagulos bloquean el flujo sanguineo. Si el
coagulo llega al corazén, a los pulmones o al cerebro, puede causar un accidente cerebrovascular, un ataque al
corazoén o un embolismo pulmonar.

También, la claudicacion debida a insuficiente suministro de sangre a las piernas, tipicamente debido a una
combinacién tanto de estenosis como de aneurisma de segmentos estrechados por coagulos es una realizacion de
los fenotipos asociados con la aterosclerosis. Otro fenotipo de cerdo de tamafio miniatura genéticamente modificado
es la hipercolesterolemia en la que se observan sistematicamente altos niveles de lipoproteina de baja densidad
(LDL) comparado con los niveles normales, que conducen a la aterosclerosis prematura de las arterias coronarias.
Tipicamente en los hombres afectados, el ataque al corazén ocurre en sus 40 a 50. En humanos, la
hipercolesterolemia estd a menudo en la forma de hipercolesterolemia familiar que es principalmente debido a
mutaciones en genes que codifican proteinas implicadas en el trafico de las lipoproteinas, causado por mutaciones
nulas del homozigoto en el receptor de LDL.

Existe un numero de pruebas que ayudan en la diagnosis de la aterosclerosis que son conocidas por la persona
experta en la técnica tal como una prueba de esfuerzo cardiaco que es una prueba médica realizada para evaluar la
circulacién de la sangre arterial hacia el miocardio (musculo del corazén) durante el ejercicio fisico, comparado con
la circulacion de la sangre en reposo. También se usa ultrasonido de baja intensidad para detectar la velocidad del
flujo sanguineo en las arterias conocido como estudio Doppler, arteriografia por resonancia magnética, escaneo CT,
arteriografia utilizando rayos X y para diagnosticar la aterosclerosis se usan colorante especial para ver dentro de las
arterias, ultrasonido intravascular y/o escaneo duplex ultrasonico.

Procedimientos para producir un modelo de cerdo de tamafio miniatura para estudiar la aterosclerosis

La presente invencion proporciona procedimientos mejorados para la clonacién de cerdos por transferencia nuclear
que se refiere a la introduccién de un complemento completo de ADN nuclear de una célula a una célula enucleada.
El cerdo de tamafio miniatura genéticamente modificado de la presente invencion puede ser obtenido utilizando
cualquier técnica en la que se transfiera material genético modificado, producto de la transcripcion y/o de la
traduccioén o parte del mismo desde en la célula donante hasta una célula anfitriona, tal como un ovocito enucleado.
Existe un numero de técnicas tal como la introduccién de material genético desde una célula somatica
genéticamente modificada hasta un ovocito enucleado, por ejemplo, mediante microinyeccion o por transferencia
nuclear
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En la clonacidn, la transferencia del niucleo de una célula (cuerpo) somatica o célula somatica en una célula huevo
(ovocito) al que se ha quitado su propio nucleo (desnucleado o enucleado) se denomina transferencia nuclear de
célula somatica. El nuevo individuo se desarrollara a partir de este embridn reconstruido y sera genéticamente
idéntico al donante de la célula somatica.

El modelo de cerdo de tamafio miniatura, embrién porcino, blastocisto y/o feto modificado obtenible por transferencia
nuclear de célula somatica que comprende las etapas de a) establecer al menos un ovocito que tiene al menos una
parte de una zona pelucida modificada, b) separar el ovocito en al menos dos partes obteniendo al menos un
citoplasto, c) establecer una célula donante o nucleo de célula que tenga propiedades genéticas deseadas, d)
fusionar al menos un citoplasto con la célula donante o nucleo de célula rodeado por membrana, €) obtener un
embrién reconstruido, f) activar el embrién reconstruido para formar un embridn; y g) transferir dicho embrién
cultivado a un mamifero anfitrion de manera que el embrién se desarrolle en un feto genéticamente modificado, en el
que dicho embridn genéticamente modificado obtenible por transferencia nuclear comprende las etapas a) a e) y/o f),
en el que dicho blastocisto genéticamente modificado obtenible por transferencia nuclear comprende las etapas a) a
e) y/o f), en el que dicho feto genéticamente modificado obtenible por transferencia nuclear comprende las etapas a)

ag).

El ovocito de b) puede, en otra realizacion, ser separado en al menos tres partes obteniendo al menos dos
citoplastos. Se comprende que la célula donante o el nucleo de célula de c) alberga determinantes genéticos para
aterosclerosis, por ejemplo en la forma del gen ApoE humano o porcino modificado o parte del mismo y/o gen LDL
humano o porcino modificado o parte del mismo. El mamifero anfitriéon de g) es, en una realizacion, un cerdo,
preferiblemente, un cerdo de tamafio miniatura Yucatan.

Ovocito

El término "ovocito" de acuerdo con la presente invencion quiere decir una célula reproductora hembra inmadura, la
que no ha completado el proceso de maduracién para formar un 6vulo (gameto). En la presente invencion un ovocito
enucleado es la célula receptora en el proceso de transferencia nuclear.

Los ovocitos de acuerdo con la presente invencion son aislados de oviductos y/u ovarios de un mamifero.
Normalmente, los ovocitos son recuperados de los cerdos muertos, aunque pueden ser aislados también de
oviductos y/u ovarios de cerdos vivos. En una realizacion, los ovocitos son aislados por procedimientos de
recuperacion oviductal o por métodos de recuperacion transvaginal. En una realizacion preferida, los ovocitos son
aislados por aspiracién. Los ovocitos son tipicamente madurados en un variedad de medios conocidos por una
persona experta en la técnica antes de la enucleacién. Los ovocitos también pueden ser aislados a partir de los
ovarios de un animal recientemente sacrificado o cuando el ovario ha sido congelado y/o descongelado.
Preferiblemente, se emplean ovocitos recién aislados de los oviductos.

Los ovocitos o citoplastos pueden ser también criopreservados antes de usar. Aunque se comprendera por los
expertos en la técnica que los preferidos son los ovocitos recién aislados y madurados, también se comprendera que
es posible criopreservar los ovocitos después de la recoleccién o después de maduracién. Si se utilizan ovocitos
criopreservados después deben ser inicialmente descongelados antes de colocar los ovocitos en el medio de la
maduracion. Los procedimientos de la descongelacion de materiales criopreservados de manera que sean activos
después del proceso de la descongelacion son bien conocidos por aquellos de experiencia normal en la técnica. Sin
embargo, en general, la criopreservacion de ovocitos y citoplastos es un procedimiento muy exigente, y es
especialmente dificil en los cerdos, debido a la fragilidad general anteriormente mencionada de los ovocitos y
citoplastos de cerdo, y debido al alto contenido de lipidos que los hace muy sensibles a lesiones por frio (es decir,
lesiones que aparecen entre +15 y +5°C durante el procedimiento de enfriamiento y calentamiento).

En ofra realizacion, ovocitos maduros (metafase Il) que han sido madurados in vivo, pueden ser recolectados y
empleados en los procedimientos de transferencia nuclear divulgados en el presente documento. Esencialmente, los
ovocitos maduros de la metafase Il son recolectados quirirgicamente a partir bien de cerdos no superovulados o
bien superovulados 35 a 48 horas pasado el comienzo del estro o pasada la inyeccién de gonadotropina coridnica
humana (hCG) u hormona similar.

Si los ovocitos han sido cultivados in vitro, las células cumulo que estan rodeando los ovocitos in vivo pueden tener
acumulados que pueden ser retirados para proporcionar ovocitos que estan en un estadio mas adecuado de
maduracién para la enucleaciéon. Las células ciumulo pueden ser retiradas pipeteando o mediante vortex, por
ejemplo, en presencia de hialuronidasa en el intervalo de 0,1 a 5 %, tal como en el intervalo de 0,2 a 5 % de
hialuronidasa, por ejemplo en el intervalo de 0,5 a 5 % de hialuronidasa, tal como en el intervalo de 0,2 a 3 % de
hialuronidasa, por ejemplo en el intervalo de 0,5 a 3 % de hialuronidasa, tal como en el intervalo de 0,5 a 2 % de
hialuronidasa, por ejemplo en el intervalo de 0,5 a 1 % de hialuronidasa, tal como 0,5 % de hialuronidasa.

La primera etapa en los procedimientos preferidos supone el aislamiento de un ovocito receptor de un cerdo de
tamano miniatura adecuado. A este respecto, el ovocito pueden ser obtenido de cualquier fuente de cerdo de
tamafio miniatura y en cualquier estadio de maduracion.

Se ha informado que el estadio de maduracién del ovocito de enucleacidon y la transferencia nuclear tiene
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importancia en el éxito de los métodos de transferencia nuclear. Los ovocitos inmaduros (profase 1) de los ovarios de
cerdo son a menudo recolectados por aspiracion. Con el fin de emplear técnicas tal como ingenieria genética,
transferencia nuclear y clonacioén, los ovocitos recolectados de este tipo son preferiblemente, madurados in vitro
antes de que las células ovocito puedan ser usadas como células receptoras para la transferencia nuclear.

Preferiblemente, la clonacion con éxito del embrion de cerdo utiliza el ovocito en el estadio de la metafase Il como
ovocito receptor porque se cree que en este estadio de maduracién el ovocito puede ser o esta suficientemente
activado para tratar el ndcleo introducido como si fuera un esperma fertilizante. Sin embargo, la presente invencion
se refiere a cualquier estadio de maduracién del ovocito que sea adecuado para llevar a cabo la transferencia
nuclear de la célula somatica, embriones, blastocistos y/o cerdos transgénicos obtenibles por el procedimiento de
transferencia nuclear de célula somatica de la presente invencion.

La maduracion in vitro de ovocitos normalmente tiene lugar en un medio de maduracion hasta que el ovocito ha
alcanzado la etapa de metafase Il o ha extruido el primer cuerpo polar. El tiempo que emplea un ovocito inmaduro
en alcanzar la maduracién se denomina periodo de maduracion.

En una realizacion preferida de la presente invencion, el ovocito es de una cerda adulta o de una cerda joven,
preferiblemente, de una cerda adulta.

El donante (célula somatica o nucleo de célula somatica) y el receptor (citoplasto) involucrados en el procedimiento
de transferencia nuclear de la célula de acuerdo con la presente invencién es un cerdo. Asi mismo, los embriones
reconstruidos pueden ser implantados en un cerdo de acuerdo con la presente invencién. Los diferentes cerdos
adecuados como donante, receptor o madre adoptiva se describen en otra parte en el presente documento.

El cerdo donante de acuerdo con la presente invencién puede ser hembra o macho. La edad del cerdo de tamafio
miniatura puede ser cualquier edad tal como adulto o, por ejemplo, feto.

Embrion

De acuerdo con la presente invencion, un embrién reconstruido (es decir, un embrién de una sola célula) contiene el
material genético de la célula donante. Posteriormente, el embrién reconstruido se divide progresivamente en un
embrion multicelular después del comienzo de la mitosis. In vitro, el comienzo de la mitosis es tipicamente inducido
por activacion como se describe en el presente documento.

En la presente invencion, el término "embridon" se refiere también a los embriones reconstruidos que son embriones
formados después del proceso de transferencia nuclear después del comienzo de la mitosis por activaciéon. Los
embriones reconstruidos se cultivan in vitro.

Cuando el embrién contiene aproximadamente 12-16 células se denomina "mérula”. Posteriormente, el embrién se
divide adicionalmente y se forman muchas células, y una cavidad cistica llena de fluido dentro de su centro, la
cavidad blastocele. En este estadio, el embrién se denomina "blastocisto". El estadio de desarrollo del ovocito
"fertilizado" en el momento es facil de implantar; formado a partir de la mérula y consiste en una masa celular
interna, una cavidad interna y una capa externa de células denominadas células del trofoectodermo.

El blastocisto de acuerdo con la presente invencion puede ser implantado en el Utero de un mamifero anfitrion y
continua creciendo hasta feto y después hasta animal.

En los procedimientos proporcionados en el presente documento para obtener un mamifero no humano
genéticamente modificado o transgénico, para la clonacién de un mamifero no humano, para el cultivo de un
embrién reconstruido, y/o para la criopreservacion de un embrién de cerdo, el embridn puede ser cultivado in vitro. El
embriéon puede, por ejemplo, ser cultivado en cultivo secuencial. Se comprendera que el embrién puede ser un
embrién normal o un embrién reconstruido como los definidos en otra parte en el presente documento.

La presente invencion se refiere, por ello, a un embridon porcino modificado, blastocisto y/o feto derivados del modelo
de cerdo de tamafo miniatura genéticamente modificado como se divulga en el presente documento y/o el embrién
porcino modificado comprende al menos un gen ApoE humano modificado o parte del mismo y/o el gen LDL humano
y/o el gen ApoE porcino y/o el gen LDL porcino.

Se comprende que el embridn porcino modificado, blastocisto y/o feto derivados del modelo de cerdo de tamafio
miniatura modificado para estudiar la aterosclerosis, que expresa al menos un fenotipo asociado con la
aterosclerosis pueden haber sido el resultado del cruce de, por ejemplo, un cerdo transgénico para al menos una
mutacion de la ApoE y un cerdo transgénico para al menos una mutacién de la LDL.

Citoplasto

Un ovocito o un parte de un ovocito del que se ha retirado el nucleo.
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Célula donante

Mediante la expresion "célula donante" de la presente invencion se pretende indicar célula somatica y/o células
derivadas de la linea germinal.

Mediante le expresion "célula somatica" de la presente invencion se pretende indicar cualquier célula (cuerpo) de un
animal en cualquier estadio del desarrollo. Por ejemplo, las células somaticas pueden provenir de tejido fetal o
adulto. Células somaticas especialmente preferidas son las de origen fetal. Sin embargo, también pueden usarse
células de una linea germinal. De acuerdo con la presente invencion una célula donante es una célula somatica. En
otra realizacion de la presente invencion, la célula donante es una célula derivada de una linea de células
germinales.

En una realizacion preferida de la presente invencion, la célula donante alberga propiedades genéticas deseadas.
Sin embargo, la célula donante puede albergar propiedades genéticas deseadas que han sido adquiridas por
manipulacion genética como se describe en otra parte en el presente documento.

Las células somaticas se seleccionan del grupo constituido por células epiteliales, células neuronales, células
epidérmicas, queratinocitos, células hematopoyéticas, melanocitos, condrocitos, linfocitos (linfocitos B y T),
eritrocitos, macréfagos, monocitos, células mononucleares, fibroblastos, células musculares cardiacas, y otras
células musculares.

Estas pueden obtenerse de diferentes 6rganos, p. €j., piel, pulmon, pancreas, higado, estémago, intestino, corazon,
organos reproductores, vejilla, rifidon, uretra y otros érganos urinarios.

Los cerdos de tamafio miniatura a partir de los cuales se pueden derivar las células somaticas se describen en otra
parte en el presente documento. Una realizaciéon preferida de la invencion es el empleo de células somaticas que
provienen de la misma especie que el ovocito receptor (citoplasto).

Preferiblemente, las células somaticas son células fibroblastos ya que pueden obtenerse tanto de los fetos en
desarrollo como de los animales adultos en grandes cantidades. Los fibroblastos pueden ademas reproducirse
facilmente in vitro. Lo mas preferiblemente, las células somaticas son fibroblastos de origen fetal cultivados in vitro.

En una realizacion preferida, las células somaticas son modificadas genéticamente. Todavia en una realizaciéon mas
preferida de la presente invencion, las células somaticas son, preferiblemente, de origen fetal o, por ejemplo, de
adultos.

La presente invencion se refiere, por ello, a una célula donante porcina modificada derivada del modelo de cerdo de
tamafio miniatura genéticamente modificado como se divulga en el presente documento y/o el embridon porcino
modificado comprende al menos un gen ApoE humano modificado y/o el gen LDL humano y/o el gen ApoE porcino
y/o el gen LDL porcino, producto de la transcripcién y/o de la traduccién o parte del mismo.

Se comprende que la célula donante porcina modificada del modelo de cerdo de tamafio miniatura modificado para
estudiar la aterosclerosis, que expresa al menos un fenotipo asociado con la aterosclerosis puede haber sido el
resultado del cruce de, por ejemplo, un cerdo transgénico para al menos una mutacién de la ApoE y un cerdo
transgénico para al menos una mutacion de la LDL.

Tipo de modificacion genética

Las células donantes pueden ser modificadas genéticamente por cualquier procedimiento estandar conocido en la
técnica. La modificacion genética puede ser un modificacion del ADN gendmico por supresion, insercion, duplicacion
y/u otras formas de mutacion, incluida la mutacién puntual. La modificacion puede hacerse en secuencias
codificantes y/o en secuencias no codificantes. Las construcciones de ADN para la insercion pueden albergar un gen
de interés y/o secuencias reguladoras tal como promotores, aisladores, potenciadores, represores o sitios de
entrada al ribosoma.

En algunas realizaciones, en el genoma solo se introduce una modificacion genética. En otras realizaciones, sin
embargo, el genoma puede ser modificado en mas de un sitio. Técnicas adecuadas para modificacion genética de
células de mamifero, tal como fibroblastos, incluyen técnicas tal como adicion génica por recombinacion no
homologa, sustitucion génica por recombinacion homodloga y correccidon génica. Esto puede incluir el empleo de
insercion retroviral, transferencia de transposoén y/o técnicas cromosémicas artificiales. La recombinacion ADN no
homologo puede, p. €j., llevarse a cabo como se describe en Kragh et al. (2004) Reprod. Fert. Dev. 16:290 o en
Kragh et al. (2004) Reprod. Fert. Dev. 16:315, la transferencia del gen basado en el transposén puede llevarse a
cabo como se describe en lzsvak et al.(1997) célula 91:501. La sustitucion génica por recombinacion homadloga
puede, p. €j., implicar las técnicas descritas por Uranow et al. (2005) Nature 435:646. Las técnicas para la edicion
génica se han descrito en Andersen et al. (2002) J. Mol. Med. 80:770, Liu et al (2002) Gene Ther. 9:118 y Sgrensen
et al.(2005) J. Mol. Med. 83:39.

En una realizacion preferida, la célula donante es genéticamente modificada por integracién aleatoria, recombinacion
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homologa de los genes divulgados en el presente documento en el genoma de la célula donante.

En una realizacion preferida de la presente invencion, la célula donante es genéticamente modificada (como se
describe en una solicitud de patente en tramitacion junto con la presente). La célula donante o el nicleo transportan
un genoma marcado con SB que contiene un sitio diana de recombinacion Flp para la insercion o integracion del gen
especifico para el sitio. El genoma marcado con SB resulta de la integracion de un vector diana recombinante que
comprende una construccion de un trasposon de ADN y un casete de gen bicistronico que comprende (i) un sitio de
recombinacion FRT vy (ii) un gen de seleccion controlado por IRES. La construccion de un trasposon de ADN puede
ser cualquier construccion en la que esté presente cualquier transposén de ADN. En la presente invencion, la
construccion del trasposon de ADN es el vector trasposén de ADN Sleeping Beauty (SB). El sitio de recombinacion
FRT puede estar incorporado en la secuencia codificante de un gen de seleccidon que permite detectar si ha tenido
lugar una transposicion. El gen de seleccion de la presente invencién no se limita a ningln gen de seleccion
particular. En realizaciones preferidas el gen de seleccion son genes que confieren resistencia a los antibiéticos o a
los farmacos, tal como los genes con resistencia a la puromicina, tetraciclina, estreptomicina o higromicina, o el gen
de la proteina verde fluorerscente potenciado (eGFP), genes de la proteina roja fluorescente o similares.

El sitio de recombinaciéon FRT puede, por ello, ser incorporado en una variante de la fusiéon accionada por el
promotor SV40 del gen de seleccién. Sin embargo, de acuerdo con la presente invencion, puede usarse cualquier
promotor adecuado para conferir la expresion de un gen de selecciéon. Ejemplos no limitantes de tales promotores
son CMV (citomegalovirus) o promotor PGK.

El gen de seleccién controlado por IRES no se limita de forma similar a ningun gen de seleccién particular. En
realizaciones preferidas, el gen de seleccion son genes que confieren resistencia a los antibiéticos o farmacos, tal
como genes con resistencia a puromicina, tetraciclina, estreptomicina o higromicina, o el gen de la proteina verde
fluorescente potenciado (eGFP), genes de la proteina roja fluorescente o similares.

La construccion del vector recombinante pueden también comprender al menos un sitio para la recombinasa Cre. Al
menos un sitio de la recombinasa Cre puede estar situado como se divulga en los ejemplos en el presente
documento.

La célula donante o el nicleo pueden también provenir de un cerdo de tamafio miniatura genéticamente modificado
que comprende al menos un sitio para la integracion de al menos un transgen. Una realizacion preferida es una
célula donante o un nucleo en la forma de un fibroblasto, tal como un fibroblasto primario.

La presente invencion también se refiere a un procedimiento para producir una célula porcina que comprende un
genoma marcado con SB que contiene un sitio diana de recombinacion Flp para la insercion del gen especifico del
sitio. El procedimiento comprende las etapas de:

a) proporcionar una célula de mamifero, b) transfectar la célula de a) con un plasmido que expresa una transposasa
y un vector diana recombinante que comprende una construccion de transposén de ADN y un casete de gen
bicistronico que comprende (i) un sitio de recombinaciéon FRT vy ii) un gen de seleccién controlado por IRES, c)
seleccionar células marcadas con SB.

Como se ha descrito en otra parte en el presente documento la célula de mamifero puede ser cualquier célula. En
una realizacion en la que la célula porcina va a ser usada posteriormente para obtener un cerdo de tamafio miniatura
genéticamente modificado por transferencia nuclear de acuerdo con el protocolo artesanal como se ha descrito en el
presente documento, la célula porcina es, en una realizacion preferida, un fibroblasto y, lo mas preferido, un
fibroblasto primario porcino.

Se comprende que un transgen deseado puede integrarse directamente en el, al menos, un sitio para la integracion
presente en el genoma de la célula. Sin embargo, la célula en la que el genoma transporta al menos un sitio para la
integracion se usa, en otra realizacion, como una célula donante para la produccidon de un cerdo de tamafio
miniatura genéticamente modificado, por ejemplo, mediante microinyeccion de la célula donante o del nucleo de la
misma en un ovocito o mediante, por ejemplo, transferencia nuclear somatica. En una realizacion preferida, la célula
donante o el nucleo de la misma se usan para la obtencion de un cerdo de tamafio miniatura genéticamente
modificado por transferencia nuclear somatica utilizando el procedimiento como se ha descrito en otra parte en el
presente documento.

El transgen o gen de interés que se integrara en las células dirigidas de la presente invencion no se limita a ningun
gen particular. En una realizacion, el gen que se integrara es un gen causante de una enfermedad que da como
resultado la formacion de un cerdo de tamafio miniatura genéticamente modificado que presenta un fenotipo de
interés. De acuerdo con la presente invencion, el gen de interés que se integrara en la célula porcina es
Apolipoptroteina E (ApoE) y/o receptor de LDL.

La integracion del transgen en al menos un sitio para la integracion presente en el genoma del célula se emplea para
transfeccion en la célula del ADN plasmidico que contiene el gen de interés y también sitios FRT, y un plasmido que
expresa la Flp recombinasa usada para apoyar la integracion en los sitios FRT.
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Enucleacion

El procedimiento de enucleacidon de un ovocito se puede seleccionar del grupo de procedimientos constituidos por
aspiracion, eliminacion fisica, uso de fluorocromos especificos de ADN, exposicion a la luz ultravioleta y/o
enucleacion quimicamente asistida. En una realizacion, la presente invencion se refiere al uso de fluorocromos
especificos de ADN.

La enucleaciéon puede, sin embargo, realizarse por exposicion a la luz ultravioleta. En un realizacion particular, la
enucleacién es quimicamente asistida antes de la eliminacion fisica del ndcleo. La enucleacién quimicamente
asistida utilizando, por ejemplo, agentes antineoplasicos, tal como demecolcina (N-desacetil-N-metil-1-colquicina),
y/o por ejemplo etopdsido o agentes relacionados puede ser realizada antes de la modificacion enzimatica de la
zona pelicida. La enucleacidon quimicamente asistida comprende cultivar COC madurados en el medio de
maduracion como se describe en otra parte en el presente documento complementado con demecolcina durante un
periodo de tiempo particular. En el intervalo de 0,1 ug/ml a 10 yg/ml de demecoilcina, tal como 0,2 pg/ml a 10 pyg/ml,
por ejemplo 0,3 uyg/ml a 10 yg/ml, tal como 0,25 pug/ml a 5 pg/ml, por ejemplo 0,3 pg/ml a 1 pg/ml, tal como 0,25
pg/ml a 0,5 yg/ml, por ejemplo 0,4 ug/ml de demecolcina pueden ser complementados con el medio de maduracion.
De forma similar, el medio de maduracion puede ser complementado con etopésido, por ejemplo, en el intervalo de
0,1 pg/ml a 10 pg/ml de etopdsido, tal como 0,2 pg/ml a 10 pg/ml, por ejemplo 0,3 pg/ml a 10 yg/ml, tal como 0,25
pg/ml a 5 pg/ml, por ejemplo 0,3 pg/ml a 1 pg/ml, tal como 0,25 pg/ml a 0,5 pg/ml, por ejemplo 0,4 ug/ml de
etopdsido pueden ser complementados con el medio de maduracién. El tiempo para el cultivo de los COC en
presencia de agentes antineoplasicos varia desde 10 min a 5 horas, tal como 30 minutos a 5 horas, por ejemplo 10
minutos a 2 horas, tal como 30 min a 2 horas, por ejemplo 10 min a 1.5 horas, tal como 20 min a 3 horas, por
ejemplo 10 min a 3 horas, tal como 30 min a 1,5 horas, por ejemplo 45 min.

En una realizacion particular, la enucleacion quimicamente asistida se realiza utilizando 0,45 pg/ml de demecolcina
y/o etopodsido afiadido al medio de maduracion durante 45 min.

En una realizaciéon particular, se prefiere que la enucleacién sea mediante eliminacion fisica del nucleo. La
eliminacion fisica puede ser por separacion, por ejemplo, por biseccion del ovocito en dos mitades (dos partes), una
que contiene el nucleo y la mitad del ovocito enucleado, conocido como citoplasto, que retira la mitad nucleada del
ovocito y que selecciona el citoplasto resultante en procedimientos adicionales de la invencion. Alternativamente, la
separacion es por triseccion, dando como resultado tres partes de las que dos partes son citoplastos. En otra
realizacion, el ovocito puede ser separado en cuatro partes, dando como resultado la produccién de tres citoplastos.
El ovocito puede incluso ser separado en cinco partes por eliminaciéon fisica, dando como resultado cuatro
citoplastos. De forma similar, el ovocito pueden ser separado en seis partes, por ejemplo siete partes, tal como ocho
partes, por ejemplo nueve partes, tal como diez 0 mas partes.

La separacion fisica del ovocito y posterior eliminacion de la parte del ovocito que transporta el ndcleo puede
lograrse mediante el uso de una cuchilla microquirdrgica.

Los ovocitos pueden ser cribados para identificar qué ovocitos han sido enucleados con éxito. Las partes del ovocito
que albergan ADN nuclear pueden ser identificados mediante tincion con fluorocromo Hoechst, cuyo procedimiento
de tincion es conocido por una persona experta en la técnica. Las partes del ovocito que albergan ADN nuclear son
desechadas y los ovocitos enucleados (citoplastos) son seleccionados para procedimientos adicionales.

Zona pelucida

La zona pellcida es una capa o envoltura no celular, gruesa, transparente, de espesor uniforme que rodea un
ovocito

Generalmente, se considera que una zona pellcida intacta es importante en la transferencia nuclear de la célula
debido a varios parametros. Un parametro es mantener el cuerpo polar cerca de la placa metafase del ovocito con el
fin de indicar el sitio apropiado para la enucleacion. Otro parametro se refiere al mantenimiento de la célula donante
cerca del citoplasto ovocito antes y durante la fusion. También, se cree que la zona confiere proteccion a la célula
donante y al citoplasto durante la fusion. Finalmente, se cree que el desarrollo del embrion después de la
reconstitucion y de la activacion es apoyado por la zona pelicida.

La modificacién de, al menos, una parte de la zona pellcida puede ser realizada por varios procedimientos. Por
ejemplo, puede utilizarse la manipulacion fisica para modificar la zona. Pero también puede emplearse el tratamiento
quimico con agentes tal como las soluciones acidas (solucidon acida de Tyrode). Un ejemplo de agentes quimicos
que se pueden emplear en la presente invencion es el de las soluciones acidas, por ejemplo Tyrode. En una
realizaciéon particular de la invencion, la zona pelicida es modificada por digestion enzimatica. Tal digestion
enzimatica puede ser realizada por enzimas que comprenden, por ejemplo, tripsina. Alternativamente, puede usarse
una proteasa especifica, tal como pronasa.

En una realizacion preferida, la digestion enzimatica da como resultado, al menos, una digestion parcial de una parte
de la zona pellcida que, en una realizacion preferida de la presente invencién quiere decir que al menos un parte de
la zona pelucida esta siendo eliminada, o que la zona pellcida es parcialmente eliminada. En el presente contexto,
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la zona pellcida no se elimina completamente.

De acuerdo con una realizacion especialmente preferida de la presente invencion, la parte parcialmente digerida de
la zona pellcida se caracteriza porque la zona pellcida es todavia visible y por el hecho de que el ovocito no ha
llegado a deformarse.

La digestion parcial puede lograrse por exposicion a una proteasa. En otra realizacion de la presente invencion, la
digestion parcial puede realizarse mediante el uso de una pronasa. En otra realizacién mas, la digestion parcial
puede lograrse por un combinacion de una proteasa y una pronasa.

En una realizacion preferida, la concentracion de pronasa esta en el intervalo de 0,1 mg/ml a 10 mg/ml, tal como 0,5
mg/ml a 10 mg/ml, por ejemplo 1 mg/ml a 10 mg/ml, tal como 1,5 mg/ml a 10 mg/ml, por ejemplo 2 mg/ml a 10
mg/ml, tal como 2,5 mg/ml a 10 mg/ml, por ejemplo 2,75 mg/ml a 10 mg/ml, tal como 3 mg/ml a 10 mg/ml, por
ejemplo 3,25 mg/ml a 10 mg/ml, tal como 3,3 mg/ml a 10 mg/ml, por ejemplo 3,5 mg/ml a 10 mg/ml.

Una realizaciéon preferida es una concentracion de pronasa en el intervalo de 2 mg/ml a 5 mg/ml, tal como 2,25
mg/ml a 5 mg/ml, por ejemplo 2,5 mg/ml a 5 mg/ml, tal como 2,75 mg/ml a 5 mg/ml, por ejemplo 2,8 mg/ml a 5
mg/ml, tal como 2,9 mg/ml a 5 mg/ml, por ejemplo 3 mg/ml a 5 mg/ml, tal como 3,1 mg/ml a 5 mg/ml, por ejemplo 3,2
mg/ml a 5 mg/ml, tal como 3,3 mg/ml a 5 mg/ml.

Una realizacion particular de la presente invencion es una concentracion de pronasa en el intervalo de 1 mg/ml a 4
mg/ml, por ejemplo 1 mg/ml a 3,9 mg/ml, tal como 1 mg/ml a 3,8 mg/ml, por ejemplo 1 mg/ml a 3,7 mg/ml, tal como 1
mg/ml a 3,6 mg/ml, por ejemplo 1 mg/ml a 3,5 mg/ml, tal como 1 mg/ml a 3,4 mg/ml, por ejemplo 1 mg/ml a 3,3
mg/ml.

En una realizacion preferida, la concentracion de pronasa esta en el intervalo de 2,5 mg/ml a 3,5 mg/ml, tal como
2,75 mg/ml a 3,5 mg/ml, por ejemplo 3 mg/ml a 3,5 mg/ml. En una realizacién especial la concentracién de pronasa
es de 3,3 mg/ml.

Es evidente para la persona experta que la pronasa debe estar disuelta en un medio apropiado, un medio preferido
de acuerdo con la presente invencion es T33 (medio de TCM 199 tamponado con Hepes que contiene 33 % de
suero bovino (como se describio anteriormente - Vaijta, et al., 2003).

El tiempo de incubacion del ovocito en la solucién de pronasa esta en el intervalo de 1 segundo a 30 segundos, tal
como 2 segundos a 30 segundos, por ejemplo 3 segundos a 30 segundos, tal como 4 segundos a 30 segundos, tal
como 5 segundos a 30 segundos.

En otra realizacion de la presente invencion, el tiempo de incubacion esta en el intervalo de 2 segundos a 15
segundos, tal como 2 segundos a 14 segundos, por ejemplo 2 segundos a 13 segundos, tal como 2 segundos a 12
segundos, por ejemplo 2 segundos a 11 segundos, tal como 2 segundos a 10 segundos, por ejemplo 2 segundos a 9
segundos, tal como 2 segundos a 8 segundos, por ejemplo 2 segundos a 7 segundos, tal como 2 segundos a 6
segundos, por ejemplo 2 segundos a 5 segundos.

En una realizacion particular de la presente invencion, el tiempo de incubacion esta en el intervalo de 3 segundos a
10 segundos, tal como 3 segundos a 9 segundos, por ejemplo 4 segundos a 10 segundos, tal como 3 segundos a 8
segundos, por ejemplo 4 segundos a 9 segundos, tal como 3 segundos a 7 segundos, por ejemplo 4 segundos a 8
segundos, tal como 3 segundos a 6 segundos, por ejemplo 4 segundos a 7 segundos, tal como 3 segundos a 5
segundos, por ejemplo 4 segundos a 6 segundos, tal como 4 segundos a 5 segundos. Un tiempo de incubacion
especialmente preferido es el de 5 segundos.

En una realizacion preferida de la presente invencion, el ovocito es tratado durante 5 segundos en una solucion de
pronasa de 3,3 mg/ml a 39 °C.

Embrién reconstruido

Mediante la expresién "embrion reconstruido” se pretende indicar la célula que se forma por la insercién de la célula
donante o del nucleo de la célula donante en el ovocito enucleado que corresponde a un zigoto (durante la
fertilizacion normal). Sin embargo, la expresion "embrién reconstruido" es también denominada "célula
reconstituida”. En la presente invencion, la célula donante es una célula somatica. Sin embargo, la célula donante
puede derivarse también de una célula de una linea germinal.

Fusién

La transferencia de una célula donante o de un nucleo rodeado por una membrana desde una célula donante hasta,
al menos, el citoplasto se realiza, de acuerdo con la presente invencion, por fusion. En las situaciones descritas a
continuacioén la expresion "célula donante" se refiere también a un nucleo de una célula donante rodeado por una
membrana. La fusion puede lograrse por varios procedimientos.

La fusion puede ser entre una célula donante y al menos un citoplasto, tal como entre una célula donante y al menos
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dos citoplastos, por ejemplo entre una célula donante y al menos dos citoplastos, tal como entre una célula donante
y al menos tres citoplastos, tal como entre una célula donante y, al menos, cuatro citoplastos, por ejemplo entre una
célula donante y, al menos, cinco citoplastos, tal como entre una célula donante y al menos seis citoplastos, por
ejemplo entre una célula donante y al menos siete citoplastos, tal como entre una célula donante y al menos ocho
citoplastos.

La fusion puede ser realizada de acuerdo con las combinaciones listadas anteriormente de forma simultanea o
secuencial. En una realizacion de la presente invencion, la fusion se realiza de forma simultanea. En otra realizacién,
la fusion de al menos un citoplasto y una célula donante se realiza de forma secuencial.

Por ejemplo, la fusidon puede lograrse por fusidon quimica, en la que una célula donante y, al menos, un citoplasto se
exponen a agentes promtores de la fusion tal como por ejemplo proteinas, glicoproteinas o carbohidratos o una
combinacién de los mismos. Se conocen diversos agentes promotores de la fusion, por ejemplo, polietilenglicol
(PEG), tripsina, dimetilsulféxido (DMSO), lectinas, aglutinina, virus, y virus Sendai. Preferiblemente, se usa
fitohemaglutinina (PHA). Sin embargo, pueden usarse manitol y/o poli(alcohol vinilico).

Alternativamente, la fusion puede realizarse por induccién con corriente continua (CC) a través del plano de fusion. A
menudo se emplea corriente alterna (CA) para alinear las células donante y receptora. La electrofusion produce un
pulso de electricidad suficientemente alto que es transitoriamente capaz de romper las membranas del citoplasto y
de la célula donante y volver a formar las membranas posteriormente. Como resultado, se abriran pequefios canales
entre la célula donante y la célula receptora. En los casos en los que las membranas de la célula donante y de la
célula receptora se conectan los pequefios canales aumentaran gradualmente y, finalmente, las dos células se
fundiran en una sola célula.

La alineacion de al menos un citoplasto y la célula donante puede ser realizada utilizando corriente alterna en el
intervalo de 0,06 a 0,5 kV/cm, tal como 0,1 a 0,4 kV/cm, por ejemplo 0,15 a 0,3 kV/cm. En una realizacién preferida
la alineacion de al menos un citoplasto y la célula donante puede ser realizada utilizando corriente alterna de 0,2
kV/cm.

La fusion puede ser inducida por la aplicacién de corriente continua a través del plano de fusiéon de al menos un
citoplasto y la célula donante. La corriente continua en el intervalo de 0,5 a 5 kV/cm, tal como 0,75 a 5 kV/cm, por
ejemplo 1 a 5 kV/cm, tal como 1,5 a 5 kV/cm, por ejemplo 2 a 5 kV/cm. Otra realizacion preferida de la presente
invencion es la aplicacion de corriente continua en el intervalo de 0,5 a 2 kV/cm. En una realizacién preferida
adicional la corriente continua pueden ser 2 kV/cm.

La corriente continua puede aplicarse preferiblemente en el intervalo de 1-15 microsegundos, tal como 5 a 15
microsegundos, por ejemplo 5 a 10 microsegundos. Una realizacion particular pueden ser 9 microsegundos.

En una realizaciéon especialmente preferida, la fusidon con corriente continua puede ser utilizando un corriente
continua de 2 kV/cm durante 9 microsegundos.

La electrofusion y la fusién quimica también pueden, sin embargo, combinarse.
Tipicamente, la electrofusion se realiza en camaras de fusién como es conocido por la persona experta.

La fusion se puede realizar en al menos una etapa, asi como en dos etapas, por ejemplo tres etapas, asi como en
cuatro etapas, por ejemplo en cinco etapas, asi como en seis etapas, por ejemplo en siete etapas, asi como en ocho
etapas.

La fusion se puede realizar en, por ejemplo, en una primera etapa en la que al menos un citoplasto se fusiona con la
célula donante. Una segunda etapa de fusion puede comprender la fusion del par fusionado (citoplasto-célula
donante, embrién reconstruido) con al menos un citoplasto, asi como al menos dos citoplastos, por ejemplo tres
citoplastos, asi como cuatro citoplastos, por ejemplo cinco citoplastos, asi como seis citoplastos, por ejemplo siete
citoplastos, asi como ocho citoplastos. La segunda etapa de fusidn con la fusién de al menos un citoplasto y el par
fusionado puede realizarse de forma secuencial o simultanea. En una realizacién, al menos dos citoplastos son
fusionados con el par fusionado de forma simultanea. En otra realizacién, al menos dos citoplastos son fusionados
con el par fusionado de forma secuencial.

En una realizacion de la invencién, la segunda etapa de fusion pueden también ser una etapa de activacion en la
que el embridn reconstruido es activado para entrar en mitosis. Como se ha descrito en otra parte en el presente
documento.

Activacion

En una realizacion preferida el embrién reconstruido puede dejarse reposar antes de la activacion durante un
periodo de tiempo con el fin de permitir que el ndcleo de la célula donante restaure su genoma y adquiera toda la
potencia en los nuevos alrededores del citoplasto enucleado. El embrion reconstruido puede, por ejemplo, reposar
durante una hora antes de la activacion.
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Preferiblemente, el embridn reconstruido puede ser activado con el fin de inducir la mitosis. Los procedimientos para
la activaciéon pueden seleccionarse, preferiblemente, del grupo constituido por pulso eléctrico, choque quimicamente
inducido, niveles intracelulares crecientes de cationes divalentes o reducir la fosforilacion. Para la activacion pueden
preferirse una combinacién de los procedimientos.

En una realizacion particular de la invencion, la activacion y la segunda etapa de la fusidon pueden realizarse de
forma simultanea. Sin embargo, la activacion del embridn reconstituido y al menos una etapa adicional de fusion
entre el embrion reconstruido y al menos un citoplasto pueden realizarse de forma secuencial.

Reduciendo la fosforilacion de proteinas celulares en el embrién reconstruido por procedimientos conocidos tal como
por ejemplo por la adiciéon de inhibidores de quinasa se puede activar el embridén reconstituido. Una realizacion
preferida puede implicar el uso de agentes que inhiben la sintesis de proteinas, por ejemplo cicloheximida. Una
realizacion preferida adicional puede ser utilizar agentes que inhiben la formacién del cuerpo en huso, por ejemplo
citocalasina B.

En una realizacion de la invencion, los niveles intracelulares de cationes divalentes pueden incrementarse. Cationes
divalentes tal como , por ejemplo, calcio pueden estar comprendidos en el medio de activacion. Preferiblemente, los
cationes pueden introducirse en el embridon reconstruido, particularmente después de someter el embridon
reconstruido a un pulso eléctrico. En una realizacién preferida, el pulso eléctrico puede causar la introducciéon de
calcio en el embrion reconstruido.

La aplicacion de un pulso eléctrico utilizando corriente continua puede ser una etapa de activacion. Sin embargo, en
una realizacion preferida el pulso eléctrico aplicado para la activaciéon puede servir también como una etapa
adicional de la fusion.

Antes de aplicar un pulso eléctrico utilizando corriente continua al menos un citoplasto y al menos un embrion
reconstruido pueden ser alineados mediante la aplicacién de corriente alterna. La corriente alterna puede estar en el
intervalo de 0,06 a 0,5 kV/cm, tal como 0,1 a 0,4 kV/cm, por ejemplo 0,15 a 0,3 kV/cm. En una realizacién preferida
la alineacion de al menos un citoplasto y la célula donante puede ser realizada utilizando corriente alterna de 0,2
kV/cm.

La activacion puede ser inducida por la aplicacion de corriente continua a través del plano de fusién de al menos un
citoplasto y la célula donante. La corriente continua en el intervalo de 0,2 a 5 kV/cm, tal como 0,4 a 5 kV/cm, por
ejemplo 0,5 a 5 kV/cm. Otra realizacion preferida de la presente invencion es la aplicacion de corriente continua en
el intervalo de 0,5 a 2 kV/cm. En una realizacién preferida adicional la corriente continua puede ser de 0,7 kV/cm.

La corriente continua puede, preferiblemente, aplicarse en el intervalo de 10 a 200 microsegundos, tal como 25 a
150 microsegundos, por ejemplo 50 a 100 microsegundos. Una realizacién particular pueden ser 80 microsegundos.

En una realizacion especialmente preferida, la fusién con corriente continua puede ser utilizando una corriente
continua de 0,7 kV/cm durante 80 microsegundos.

Una realizaciéon especialmente preferida de activacion de acuerdo con la presente invencion puede ser utilizar un
pulso eléctrico en combinacidon con someter el embridn reconstruido a agentes que inhiben la sintesis de proteinas,
a formacién de cuerpo en huso, y a cationes divalentes.

La activacion puede ser realizada por cualquier combinacion de los procedimientos descritos anteriormente.
Cultivo de embriones in vitro

Un aspecto de la invencion se refiere a un procedimiento de cultivo de embriones in vitro, en el cual la tasa de
blastocisto aumenté a 25,3 %. Por ello, un procedimiento de cultivo de un embrién reconstruido esta dentro del
alcance de la presente invencion, comprendiendo las etapas de a) establecer al menos un ovocito que tiene al
menos una parte de zona pellcida, b) separar el ovocito en al menos dos partes obteniendo un ovocito que tiene un
nucleo y al menos un citoplasto, c) establecer una célula donante o el nucleo de la célula que tenga las propiedades
genéticas deseadas, d) fusionar al menos un citoplasto con la célula donante o el nucleo celular rodeado por la
membrana, e) obtener el embrion reconstruido, f) activar el embriéon reconstruido para formar un embrién, y €e)
cultivar dicho embrién.

Otro aspecto de la invencion se refiere a un procedimiento de transferencia nuclear de la célula en el que se incluye
una etapa de cultivo del embrion.

En una realizacién preferida en relacion con los procedimientos descritos en el presente documento, los embriones
se cultivan en un conjunto secuencial de medios. Preferiblemente, los blastocistos se desarrollan en medio
tradicional tal como, por ejemplo, NCSU37 o un medio equivalente como es conocido por una persona experta en la
técnica, en el que la glucosa se elimina y es sustituida por otros agentes. Un agente puede ser piruvato. Otro agente
puede ser lactato. Los agentes también se pueden combinar y sustituir la glucosa en el medio tradicional.

Los embriones se pueden cultivar en el medio sustituido como se ha descrito anteriormente desde el Dia 0 hasta el
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Dia 3, tal como desde el Dia 0 hasta el Dia 2.

La concentracion de piruvato puede variar desde 0,05 a 1 mM, tal como 0,1 a 1 mM, por ejemplo 0,125 a 1 mM, tal
como 0,15 a 1 mM. Sin embargo, la concentracion de piruvato sédico puede también variar desde 0,05 mM a 0,9
mM, tal como 0,05 a 0,8 mM, por ejemplo 0,05 a 0,7 mM, tal como 0,05 a 0,6 mM, por ejemplo 0,05 a 0,5 mM, tal
como 0,05 a 0,4 mM, por ejemplo 0,05 a 0,3 mM, tal como 0,05 a 0,2 mM. Preferiblemente, la concentracion varia
entre 0,05 y 0,177 mM. Una concentracion preferida de lactato sédico es 0,17 mM.

La concentracion de lactato puede variar desde 0,5 mM a 10 mM, tal como 0,75 a 10 mM, por ejemplo 1 a 10 mM,
tal como 1,5 a 10 mM, tal como 1,75 a 10 mM, por ejemplo 2 a 10 mM, tal como 2,5 a 10 mM. Sin embargo, la
concentracion de lactato sédico puede también variar desde 0,5 mM a 9 mM, tal como 0,5 a 8 mM, por ejemplo 0,5 a
7 mM, tal como 0,5 a 6 mM, por ejemplo 0,5 a 5 mM, tal como 0,5 a 4 mM, por ejemplo 0,5 a 3 mM. Preferiblemente,
la concentracion varia entre 1 y 5 mM, tal como 2 a 4 mM, por ejemplo 2 a 3 mM. Una concentracién preferida de
lactato sodico es 2,73 mM.

Después del medio de incubacién inicial sin glucosa la glucosa sustituye de nuevo a piruvato y lactato. Los
embriones se pueden cultivar en el medio que contiene glucosa desde el Dia 4 hasta el Dia 3, preferiblemente desde
el Dia 3 hasta el Dia 7. La concentracion de glucosa puede variar desde 1 a 10 mM, tal como 2 a 10 mM, por
ejemplo 3 a 10 mM, tal como 4 a 10 mM, por ejemplo 5 a 10 mM. Sin embargo la concentracion de glucosa puede
variar también desde 1 a 9 mM, tal como 2 a 8 mM, por ejemplo 3 a 7 mM, tal como 4-6 mM. Una concentracion
preferida de glucosa de acuerdo con la presente invencion es de 5,5 mM de glucosa.

Donacion de érganos o tejidos

En una realizacion, los animales de la invenciéon pueden usarse como una fuente de donacién de érganos o tejidos
para humanos u otros animales, bien animales de la misma especie o bien animal de otras especies. La
transferencia entre especies normalmente se denomina xenotransplante. Organos completos que pueden ser
transplantados incluyen corazon, rifion, higado, pancreas o pulmén. Alternativamente, partes de 6rganos, tal como
tejidos de organos especificos pueden ser transplantados o transferidos a humanos u otros animales. En una
realizacion adicional mas, una célula individual o una poblacién de células individuales de un animal de la invencion
pueden ser transferidas a un ser humano u otro animal con fines terapéuticos.

Criopreservacion

El término "criopreservacion" como se usa en el presente documento puede referirse a la vitrificaciéon de un ovocito,
citoplasto, una célula, embrién, o cerdo de la invencién. Las temperaturas empleadas en la criopreservacion son
preferiblemente, inferiores a -80 grados C, y mas preferiblemente, de temperaturas inferiores a -196 grados C. Los
ovocitos, células y embriones de la invencion pueden ser criopreservados durante un periodo indefinido de tiempo.
Se sabe que los materiales bioldgicos pueden ser criopreservados durante mas de cincuenta afios.

Esta dentro del alcance de la presente invencion qué embriones pueden ser criopreservados antes de transferir a un
cerdo anfitrion cuando se emplean procedimientos para obtener un mamifero no humano a través de ingenieria
genética o transgénico. Tal criopreservacion antes de la transferencia puede estar en el estadio de blastocito del
desarrollo del embrién. La vitrificaciéon es una forma de criopreservacion donde las células vivas son enfriadas
rapidamente de manera que el fluido de la célula no se conforma en hielo. Por ello, la vitrificacién se refiere al
proceso de enfriamiento en el que células o tejidos totales son preservados por enfriamiento a bajas temperaturas
bajo cero, tal como (tipicamente) -80 °C 0 -196 °C

En particular, la invencion se refiere a la vitrificacion de un ovocito, sin embargo, la invencién también se refiere a la
vitrificaciéon de embriones, preferiblemente, embriones en el estadio de blastocito. En una realizacién, el embrién es
cultivado hasta el estadio de blastocisto antes de la vitrificacion. Especialmente, estan abarcados por la presente
invencion los embriones de cerdo. También estan abarcados por la presente invencion los citoplastos vitrificados, ya
que son células.

Todavia otro aspecto de la invencion se refiere a la criopreservacion de un embrién de cerdo derivado por un
procedimiento de transferencia nuclear de la célula como se describe en el presente documento que comprende una
etapa de vitrificar un embrién de cerdo. Un aspecto adicional de la invencion se refiere a embriones de cerdo
obtenidos u obtenibles por los procedimientos proporcionados en el presente documento.

Mitocondria

Las células del tejido de los mamiferos no humanos y/o de los embriones no humanos genéticamente modificados
obtenibles por la presente invencion pueden albergar mitocondria de diferentes fuentes maternas. En una realizacion
preferida, los mamiferos no humanos y/o los embriones no humanos pueden albergar mitocondria de sélo una
fuente materna. Sin embargo, en otra realizacion preferida los mamiferos no humanos y/o los embriones no
humanos pueden albergar mitocondria de al menos dos fuentes maternas, tal como tres fuentes maternas, por
ejemplo cuatro fuentes maternas, tal como cinco fuentes maternas, por ejemplo seis fuentes maternas, tal como
siete fuentes maternas, por ejemplo ocho fuentes maternas, tal como nueve fuentes maternas, por ejemplo diez
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fuentes maternas. La probabilidad de tener un nimero especifico de fuentes maternas puede calcularse basado en
los tipos de mitocondria observados.

Evaluacion del tratamiento y procedimientos de diagnosis

La presente invencion ofrece un procedimiento para cribar la eficacia de una composicion farmacéutica, en la que el
procedimiento comprende las etapas de i) proporcionar el modelo de cerdo de tamafio miniatura de la presente
invencion, ii) expresar en dicho modelo de cerdo de tamafio miniatura el determinante genético y utilizar dicho
fenotipo para dicha enfermedad, iii) administrar al modelo de cerdo de tamafio miniatura una composicion
farmacéutica cuya eficacia va a ser evaluada, y v) evaluar el efecto, en su caso, de la composicion farmacéutica
sobre el genotipo utilizado por el determinante genético cuando se expresa en el modelo de cerdo de tamafio
miniatura. En una realizacion preferida, los ensayos preclinicos de farmacos que tienen como diana la estabilidad de
la placa y la trombosis superpuesta esta dentro del alcance de la presente invencion.

Es mas, dentro del alcance de la presente invencion estd un procedimiento para evaluar la respuesta de un
tratamiento terapéutico de la aterosclerosis, en el que el procedimiento comprende las etapas de i) proporcionar el
modelo de cerdo de tamafo miniatura de la presente invencion, ii) tratar dicho modelo de cerdo de tamafio miniatura
con una composicion farmacéutica que utilice un efecto sobre dicho fenotipo, y iii) evaluar el efecto observado.
Basado en la evaluacion se puede recomendar el tratamiento basado en los efectos observados.

Ademas, la presente invencion se refiere a un procedimiento para el tratamiento de un ser humano que padece
aterosclerosis, en el que el procedimiento comprende las etapas iniciales de i) proporcionar el modelo de cerdo de
tamafio miniatura de la presente invencion, ii) expresar en dicho modelo de cerdo de tamafio miniatura el
determinante genético y utilizar dicho fenotipo para dicha enfermedad, iii) administrar a dicho modelo de cerdo de
tamafio miniatura una composicion farmacéutica cuya eficacia va a ser evaluada, y iv) evaluar el efecto observado, y
v) tratar dicho ser humano que padece aterosclerosis basada en los efectos observados en el modelo de cerdo de
tamano miniatura. En una realizacién preferida, el tratamiento comprende tratar un ser humano que padece de
hipercolesterolemia familiar.

Se comprende por tanto que el modelo de cerdo de tamafo miniatura de acuerdo con la presente invencién pueden
también recibir medicamentos para enfermedades distintas de la aterosclerosis con el fin de probar el efecto
combinado de un farmaco para aterosclerosis y otro farmacos administrados al cerdo de tamafio miniatura.

Es mas, el modelo de cerdo de tamafio miniatura de la presente invenciéon también permite el desarrollo de
tecnologia de bioimagenes para la diagnosis de la aterosclerosis. Por ello, la presente invencion ofrece un
procedimiento para evaluar una tecnologia de bioimagenes para la diagnosis de la aterosclerosis, en el que el
procedimiento comprende las etapas de i) proporcionar el modelo de cerdo de tamafio miniatura de la presente
invencion, ii) expresar en dicho modelo de cerdo de tamafio miniatura el determinante genético y utilizar dicho
fenotipo para dicha enfermedad, iii) obtencion de biocimagenes del modelo de cerdo de tamafio miniatura, y iv)
evaluar el resultado, en su caso, de la tecnologia de bioimagenes del genotipo utilizado por el determinante genético
cuando se expresa en el modelo de cerdo de tamafio miniatura.

El cerdo de tamafio miniatura genéticamente modificado de la presente invencién puede emplearse también para
mejorar las terapias basadas en catéteres.

Ejemplos
Metabolismo de la lipoproteina en los cerdos

El metabolismo de la lipoproteina en cerdos esta razonablemente bien descrita. La distribuciéon y composicion de
lipoproteinas en plasma en el cerdo son S|m|Iares a las de los humanos, y la LDL es la principal lipoproteina que
transporta colesterol en ambas espemes . Como los humanos, todas las particulas VLDL secretadas por el higado
contlenen la forma larga no corregida de apoB100 mas que la forma apoB48 truncada, que es dominante en los
ratones

Las lipoproteinas que contienen apolipoproteina B son aclaradas por captacion hepatica mediante 1) el receptor de
LDL que enlaza con apolipoproteina E en las particulas IDL y con apolipoproteina B100 en las particulas LDL™ Y 22
la proteina relacionada con el receptor de LDL (LRP) que enlaza con apolipoproteina E en los restantes
quilomicrones que contienen apoB48. La importancia relativa de estas vias de paso varia entre especies. En los
ratones, la deficiencia de apolipoproteina E tienen un fenotipo aterosclerético mas grave que la deficiencia del
receptor de LDL, mientras que lo opuesto es cierto en humanos. El impacto de la deficiencia de apoE y de receptor
de LDL en el metabolismo de los lipidos en cerdos no se conoce.
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Ejemplo 1
Produccién de cerdos noqueados ApoE

Cerdo noqueado en ApoE por recombinacion homadloga
Se ha secuenciado'""® el gen apolipoproteina E del cerdo de tamafio miniatura (GeneBank acceso n® U70240). Una
construccion de vector dirigido que contiene el gen y la secuencia codificante aguas abajo se crean con un casete de
gen con resistencia a la neomicina sin promotor insertado en uno de los exones para interrumpir la funcion génica. El
vector dirigido es linealizado y transfectado en fibroblastos fetales Yucatan, aislados de biopsias de orejas de
Yucatan recién nacidos. Los plasmidos que codifican nucleasas con dedos de cinc construidas para reconocer y
cortar un sitio en la secuencia gendmica dirigida pueden usarse para aumentar la eficiencia de la recombinacion
homologa. Los fibroblastos se cultivan en presencia de G418. Los clones resistentes son cribados para
recombinacion homoéloga por PCR. Los cerdos de tamafio miniatura Yucatan con uno o ambos alelos apoE
noqueados son creados a partir de células recombinantes mediante clonacién "artesanal”.

1. Clonacion de construcciones dirigidas

Un fragmento de 1,6 kb que contiene el extremo 5' del gen ApoE, un fragmento de 3,2 kb que contiene el gen ApoE
completo, y un fragmento de 6,1 kb que contiene el extremo 3' del gen ApoE fueron todos amplificados mediante
PCR utilizando ADN gendmico extraido a partir de fibroblastos aislados de cerdos de tamafio miniatura Yucatan
recién nacidos como molde (véase a continuacion). Después de subclonar y secuenciar, las partes de los productos
de la PCR resultantes se usaron para la clonacion adicional en el vector pKO Scrambler NTKV-1903 (Stratagen)
dirigido que comprende un gen con resistencia a la neomicina.

Fragmento de 1,6 kb de ApoE (extremo 5' de ApoE) - los cebadores usados para amplificacion estan subrayados:
5

gcctgggaatgagtgecagctectecagttccacgtggectcaccacacacctcaactctgagtetaggagtegtgtaac
agggctgctgggggatgggaggatgcagtcagegetcaccaatcigtcacagaagttaactggaactgttctttgtictate
cccggatgatggggttaaatgcaaccatittcccegtcttagtggaccgagaaacaatgticagagaggctaggtcatttg
ctcaaggtcacacagcetgacaacccgcagagectggattcaggectggaggctitggticcagagttcacagtccgaac
caggcgacgggacaggaacactcccaggectgtggaaggegeggtatgcaggecgcegagetectggaatgegeaa
ggctiatgtgggggcagagagctgcatcctcattgcacaaatcaggaaageggcetcagagaagceactcagatgtgece

aaggtcacggcecctcgagagggagtgagggttaaaactctgtggtgcaacggaaacgaatccaactgggaaccatga
ggctgtgggttggateceeggectegetcaatgggttaaggatccageacggegcetgecgtgagetgtggatgtaggtege
agacgaggcttggatcccactiggctgtggetgtggetgtggcetgtggtgtaggeccgeagetgtaactgtaattcgaceec
tagcctgggaacctccacaagecacgggtgtggecctaaaaagcaaaaaaacgaaagcaaaaagaacactctcaa
agcctaaactttcagcaaaaagaacactctcaaagcectaaactttgagcagatgcecttacaccgeccecacgectcteat
cccctttctgtetgggectecagceteccettcceecttaacccagaaateecag acctcagacccaggatttcgagtcéccag
ccttgccccaatictattcatccaagcacaggacaagagagaggcagggecgggcecttctggtectgetecttcteectge
ccagcccacccccaccagtggcatggagaaaggcetcgggagttactgggtgagagacacctctttccatgggagetgg
gagtaagggggggggtgataggctgccaagecccaccectecectececteecectececectecetgetgtgtgaaaggg
gaggccagcccacctegtgacccgacgggggcetggeccagcetggecceagttctggaggagtgggcggggegggg
ggagccctataattggccgaatdgggctccctgaatcctactcagccocggaggaggaaggaggaaggaggagga
ggaagcaaccggtgaggagcagacctgggggcacagagatgggcteggggceticggtgtaggaggatgggcetgtag
ggggaggaggaaatgacctggcccccecggggecaccaccgaggeaggagttggggatgaggctagageccaggg
actggacctagaaggagggtgggcagcaggaggaggttatccgecttggctggaaggggaggtcagggaageage
gggacctgtaggaagaaccagacqgagccagagccgacgaattgtactgge-3-
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Fragmento de 3.2 kb de ApoE (gen ApoE completo) - los cebadores usados para amplificacion estan subrayados:
5-

dcccagcetgaccccagttctagaggagtgggcggggcagggggagcecctataattggecgaatctgggctecctgaat
cctactcagecccggaggaggaaggaggaaggaggaggaggaageaaccggtgaggagecagaccetgggggeac
agagatgggctcggggettcaggtatagggggatgggctgtagggggaggaggaaatgacctggecceceggggeca
ccaccgaggcaggagttggggatgaggctagagecccagggactggacctagaaggagggtgggcagcaggagga
ggttatccgecttggetggaaggggaggtcagggaagcagegggacctgtaggaagaaccagacgagccagagcec
gacgaattgtactggcaggtatggcgcatctactcaagttttgagcacactaagagctccatcgaggagacccaggggt
ggcggegaccaggggtgacctegaccgggctggeggcagggtagetagagegtiggtggaaggacatgtaaatgag
gattaaattagggaatgagtggaaaacaggatttagatgtgaagttggagcetiggaatgtgaaggtaccaggaagaacg
tgagcttggagcccagaaagcaaggetggggctcacatgggactccagggtagagggaggtagggggcegacgtgggt
ggaatttgaaccctgggagagagggaaggcttttggccgcageecgacctggggatggggagataggagaagacaat
gagggaattacacggacaatggaaaggatctgctcgggaaatatctgettggattaggctgatgcagataaggggatge
aaggcttggaaggctgtgactggacagggcetgggetctgggtgggaggagegageccegecgetgtigagtgacaattt
ctcectectgecaggtiggecaatcgcaagecagaagatgagggttetgtgggttgetttggtggtaaccetectcgecaggta
tgggggatggggcttgetcaggttcectgeccctecceccatececeeggetgtaceeggtgeccectecttcatecetgggtctettc
tgctggtctetettcececttgaggagaggcectagatgtgaggcectctetggeactectigettetgaacagetegttttactctet
gagcctcagtttccccatctttaaaatgggagttatgttgagagattccagcetgtggctcagcaggttaagaacccgactag

tatccatgaggaagagggttcaatccctggettcgctcagegggttaaggatccggegttgecatgagetgecggeataag
tcgcagatgcagctcgaatcgggtgttgetgtggcetgtaggtgcaggetggeagetategettccatcggacceetegectg

ggaacttccacgtatgccactggtgcagccctaaaagacaaacaaacaaaaacgaa_agaaagagaaaagaaagg
aaaggggactictgtttctaatgcgttgttgectggcagggeatgagceattagatacgtgtcagetgtgactagegtgeacg
gagcacacaatccatgcttgtccagtaattagacaggcetgggtgtcecttccaceecctecctgeccaccagtgetctagag
aagcccacccaccagggcetgggggagceacctgcetetgtaccaggtacegtgtgctgggagggggcagaggacctgat
ggctgtgaactggctcggtgcaggatgcoggacagaggaogagccggggccgccgccggaggtgcacgtgtggtgg
gaggagcccaagtggcagggcagecagecctgggageaggecctgggecgettctgggattacctgegetgggtgea
gtecctgtetgaccaagtgcaggaggagctgcetcagcaccaaggtcacccaggaactgacgtaagtgeccaccegact
cccgecgegegegcgegegegegegegegectgacectectggeggaccgtgtgtictggacccetcaggetccacceg
tccgggtttectictgtecttgtegecaactettgggggtetgggtetetgtttetttitittecttcttectittttggggggagtttactttt
tettttttctticatttgacttcatgtcettgcettictticcatcttgagctectgecttcgectgtetctggatcagtettgeegtecttgetg
tctetgaatctetggeacgtectggecatcgecagetcaggagecectectictceceecececeegeceecgecctetetgege
ccagggagctgatagaggagagcatgaaggaggtgaaggcectaccgegaggagetggaggegeagetgggecce
gtgacccaggagacgcaggcegegectgtccaaggagetgcaggeggegecaggeccgegtgggegecgacatgga

ggacgtgcgcaaccgcettggtgctctaccgecagegaggtgecacaacatgttgggccagaccaccgaggagetgegga
gcegectggcttcecacctgegecaagetgegcaageggcetgetccgegacaccgaggacctgcagaagegectggec
gtgtaccaggeggggetgegegagggegecgagegeagegtgagegecctcecgegagegectegggeecctggtag
agcagggccgattgegegecgecaccetgagtaccagggecggecagecgetgegegagegegecgaagectggg
gccagaagctgcgeggacggctggaggagatgggcagecggacceegegacegectggatgagatgegtgageage
tggaggaggtgcgcaccaaagtggaggagcagggceagcecagttgegectgcaggecgaggcectticcaggeccgect
caaaggctggttcgagccetctggtggaagacatgeggegecagtgggecgagetggtagagaggatgcagtcggeeg
tgagcatcagctcctecacctctgegeccagtgataatcagtgagtgecctetcatccgggeacececttcggggeccegt
tcctgeeccaacteceecgecteececagecttagetgeectettggtgggecectgettaataaagattcatcaagettcaca

gcagcttctgagtate-3°
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Fragmento de 6,1 kb de ApoE (extremo 3' de ApoE) - los cebadores usados para amplificacion estan subrayados:
5.

attcatcaagcttcacagcagctictgggtgtccecgtgtgatttctcagetccagectecagtttcectttccttcectgeactga
ccacccagttctctgtectgecctctgectgtgtgtgtctatttgteteticiceeectittettttittitggeccgageccatggeatge
ggaagttccccggecagggattgaacecatgccacagecgecacaacgaaggatecttaactactaggecaccagag
aactccatccttictaactctgtetitgcettteecttttttagegttttagggctgcacectcageatgtggaagtccecaggetag
gggtcaaattggcgcetacagetgceagectacaccacagecccagcaacgcaggatccaagecacatctttgacctac
accacagctcatggtaacaccagatccttaacccactgagcaagggattgaacccacatccteatggatactagtcggg

titgttaatcactgagccacggcaggaaccccaccectgactactgtgggcaaaaaagcaacttcagagttectgttgtgg
ctcagtgggttatgaacccaactagtatccatgagggtgcgggttcgatcectgatectgetcagtgggttaaggatetgac
attgccatgagctccagtataggtaacagaaatgtcttgcatccacaccgetgtggetgtgacgtaggetggeagtttaget
ctgattcgacccctagectgggaacticettatgcccagggtttaaccctagaaaagagggggaaaaaaatcaacatctg
agcctcggttggeccagctitaaaatgectgcttcatggecttgttactcaaaagacctgaaaccactgecatttggttttttttit
{aagtotcttitittitttttaacgatttitatttittccattgtagttggtitacagegttctgtgagttttctacggacccagtcacacac
atatatacattctttttgtcacatcatcctccatcctgctecatcceccagtgactagatatagttcccagtgctctacagcaggat
ctcattgcttatcctctccagatgcaatggtttacgtctattaaacccagacteecagtccatcccacgecctececttceece
ccactgccatttttgttgjagccattttcatttttttttcctccctdccctctc’ttacccgattctg cctectttctgetectggectetgtte
tcagtcctgctctcectgagaggetteatttetetggettectcttttccteegectctttctgtecteteceectetggttgetectge
ccctggecctgettgttictagttgeecttccteccaggtitgeectecgecaccacgtgggecctetctttttttttttttttttacttcecee
cgaccaggaatcgaaccctagccatagaagtcacaatgccagatccttagctactagcccaccagggagttceatctec
cctcatccttctctcctoccctggatcactggcctcttggctaccttgacaagcctaccaggtgctgggtgcaggctggaga
gaggggccagcctgtgacccttggtattaagggcggggccatcatgttgggagctgacacgt:agcatggctggagcct
ggagaagcaggagcttcccteccacgceectcagtictcaggaggggagecaggattccatccagagecageggacttgt
gtcttccaggegggectetgeccegettggetetggtaaactetgtgetcactcecgegetttecetgecectgetigeegcetgtg
gaatcaggctccctecccceccagecagatgttccacccttgggactgtgtgaggeggggctacatetgtgtgaggcaggge
caagtttctgctgattcactcactgtgtgtccagggectgggcatctcattccccagatgtcggggagtggggcetetcagee
atatctcccattttaaaagcetggatcttggagttcecttcatggctcgatggaagcaaatctggctageatccatgaggatge
gggttcgatcectggectcactcagtaggttaaggatetggtgttgccgagagetggggtataggtagecagatgggactgt
ggctgtggtgcaggecggeagetgeagctecagtttgaccectaacctgggaacctecatgtgecactgggtgeggeccta
aaataaataaatgcatacgtaactaaatacatacatacatacatacataataaaaataaaaaaattaaaagctggatctc
aaattctgtttgaagccagctaggeggagaggggcgctcaccaccacaccccagecagceccaggttectetetcagtgaa
aggaggctggcagggggggeagtggggtggcggctgaccecagecagggatccagagagtcagectgaagggggg
aagatgatgaaggacagagaagggggcggcacgcagcctctcattgagectctgaaccttettagetgeccateagtttc
cccctcectaaacggaggtgacagtgacgatgagactggccaaaccaagcetgtcatcegggatggggaggggagga
gagcagacattcgggtggatgtggggagegetgggetcacagaggaageagecctcatcagaggggectgggggge
tggcggggactggatgcactcggagagctgttgcaatccggecagggtagcatetgtgcetigtetttcacaaccatecect
cctcgccccaaggctgacacgtggttgttgggcacgaggccagccaadctagogtctggg gccagggcctctetcecee
agctgccagggatcacgagcagtcaaaggcagcetggaggaagggggceagectaggecggeagecctgccaacca
atgtggaggaagggacagggagagtgcgtggtggtaggagtagccaagagggggcatgagagceagatggagtgttt
ccagggacctggaggcttgcagaggcagggaaccecagegtcggggaacagggtttctggtggaccecagtggaggge
acagattaggagccttgcagctgaggttctgectctttttttatittagtgctgtacccgeggeatagggacgttctcagectag
gagtcgaatcagagctgcagctgcetggectacaccacagecacgecagatccaagcetgcetictgegacctaaaccaca
gcttacagcaatgacggatccttgacccactgagtggggeccagggatggaactggeatectgagccacaacagaaact
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catctgcacttctgacaggticaggacaacctectccaggagttecccattgtggegcagcagaaacgaatccaactagg
aaccacgatgttgtaggttcgacccctggectegetcagtggcettaaggatctgacatgtgagetgtagtgtaggtcgeata
catggcttggatctagtgtttctgcggcetgtggagtagagcageagecgtagceteccatgggacceectaacctgggaacct
ccatgtgccgeaggtacggecctaaaaagaasaaaaaaaaaaaaaaaaagagaaagagagagagacccetccact
gaaggaagattgggggctgtgaaattaaggctccagagagcgtccagggaggcectgggagtctcccagatgcagag
agaggggagaatggaagggctagtcggacagtgatattggagatggcatggtgggcaggtgtgtggaggcagactat
gagaccccagactcctgaagagtcttgagctgaagagacctactaagaaggggaggaggagttgecatectggetca
gtggttaacgaatccgacgaggaaccatgaggttgcgggttcgatecceggeccctgetcagtgggttaaggateccgge
gttgccatgagctgtggtgtaggtigcagacgtggetcggatecegtgtggetgtggetetggegtaggeeggeggcetaca
gctccgattggacccctagectgggaacctecatatgeccatgggageggeccaagaaatggcaaaaagacaaaaaa
aaaaagactccttccaagaacttgggtgctatgcactattaaggccatgaggggtaataccctcagagggcccagagat
gtaaagtcacacagccagcatgcggacaactggatcggggcecccccagcectcaggcaatcactccactaccctectee
tgggctgggctgcccaagataaggaacattatcttgggetgattcaccaccaggcacacagaaggceatttattacacttett
cttctttttttttttttttttaatttttgtcttttcagagctgcacccacagcttatagaggtacccaggctaggggtcgaatcagagc
agcagctgecagcectgcaccacageccacagcaacgtgggatccgagcetgeatcttaaactacceccacagetcacage
aacaccggatccttaacccactgagtgaggccagggatcgaacgaacctacgtcctcatggatgctactcaggttcattt
ccgctgagecacgatgggaactceetgtigattacactttcaaaggataatgaagggggatgtgagagaggtcaaaggtg
gacaagggctagagccctcaaacagaccgaccaacccccctetccaagtetcagcetctgatagteecctectccaggaa
gccctecttgaccccaggttgaatcgageccectcatctcagecctgtctactetgggtcatcactctctggggatggatgg
gectgtcceeccgaccecaccecacceccactggaccegtgagecctggggggacagggacagggcttcatcggcace
atgctcaggcataacccagcacatgactaggectggcacgggcactcattatttggtgaaacgagtatgctacctatgea
aagaaaataaataaacatgacattttcataaaaccctctgaggtagatttgtttccactgagccacgatgggagctecattt
aaaaatttttttaggagttccegtcatggcgcagtgattaaccaatccgactaggaaccatgaggttgegggticgatecct
gcccttgctcagtgggttaacgatctggegttgecgtgagetgtggtgcaggtigtagacgtggcetecagttgetgtggecctg
gtgtgtaggccagegg cttcagctccgattagacccctagcctgggaécctccatgtgacgcaggagaggcccaagaa
atggctaggaatcatgaggttgcaggttcgatcectggecttgetcaatgggttaaggatccagtgtigtegtgagetgtggt
gtaggttgcagatgaggctcagatcccacattgctgtggctectggecatgggcetggeggcetacagetecaattecgaccecta
gcctgggaacctecatatgeegtgggageggctctagaaatggcaaaaagaccaaaagaaaaagaaaaaagaaa
aaaaaagaaaaagtgggcgggggccatagaggtggectggggacacagtgtaaattgaattacttgtctggcttttttetit
ctitctttttagggcecgcaccggeggcttatggacatatggaggtticccaggcetaggggtecgaatcggagcetgecacctgggt
tetctcggggticegetcaggcetetetcaggetgecceccaggggatggtgatetgecccaggggagecectggecagecaatg
acgtagtcatgcccattcctecgggattggcetgtetigettttacagctaagaaagggtggggtectggtctagtgetgagag
gaaagcacgtcacagcctcttgagecccacctggtegetctagtacectetectacattttaacaccatgaccceccaagac
tcacattcaaggatctcctttaccatcectggagtctcaccccaagagceteccaatactgaatgttttgcaccectgeecctttt

ctgggtagqgctcagececagectaggtaaccecag-3°
2. Transfeccion y cribado de células porcinas dirigidas

Los fibroblastos porcinos de cerdos de tamafio miniatura Yucatan recién nacidos o fetales se cultlvan a partir de
biopsias de la oreja. Las células son cultivadas para una confluencia del 50 % en un matraz de 75 cm? (TPP, Suiza),
tripsinizado y resuspendido en 40 mI de medio (DMEM, Lonza, Suiza). Un cuarto (10 ml) se sembré posteriormente
en una capsula Petri de 10 cm®. Las células son transfectadas con 6 ug de vector de ADN en reactivo de
transfeccion FUGENE 6 de acuerdo con el protocolo del fabricante (Roche Applied Science). Las células son
cultivadas bajo seleccién con geneticina (Gibco Invitrogen) (1 mg/ml) durante 8 dlas se aislaron las colonias de
células resistentes a la neomicina, y cada colonia se transfirio a un pocillo de 1,9 cm? (placa de 24 pocnlos TPP,
Suiza) y se cultivaron hasta una confluencia del 80 %. Cada colonia es transferida a un pocillo de 9,4 cm? (placa de
6 pocillos, TPP, Suiza), se cultivaron hasta una confluencia del 80 %, y 1/3 de las células se usa para aislamiento de
ARN mientras que 2/3 de las células se transfieren a un matraz de 25 cm?, se cultivaron hasta una confluencia del
80 % y se almacenaron a -135 °C en DMEM conteniendo 10 % de DMSO hasta su uso posterior en la clonacion
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artesanal.

El cribado de eventos dirigidos especificos del locus se realiza por PCR y Transferencia Southern utilizando ADN
gendémico extraido de clones resistentes a la neomicina como molde. Para esta PCR, se usa un cebador directo
situado aguas arriba del 5' de la region de homologia del ApoE y un cebador inverso situado dentro del gen
resistente a la neomicina, o un cebador directo situado dentro del gen resistente a la neomicina y un cebador inverso
situado aguas abajo del 3' para el brazo de homologia del ApoE.

La transferencia Southern es realizada para verificar los eventos dirigidos especificos del locus. EIl ADN genémico
era digerido y las transferencias se sondearon con una sonda de ADN situada fuera de la zona de homologia de la

ApoE.

Los fibroblastos porcinos noqueados en ApoE transgénicos resultantes fueron usados posteriormente para
transferencia nuclear de la célula somatica (SCNT) por clonacion artesanal.

Ejemplo 2
Cerdo noqueado en ApoE creado por recombinacion homdéloga mediada con AAV
1. Clonacion de construcciones dirigidas

Parte del intron 2 (brazo izquierdo de la homologia) y del intron 3 (brazo derecho de la homologia) de la ApoE se
ampilficaron por PCR y se uso6 junto con un fragmento extraido en gel del vector pNeDaKO-Neo (que contiene un
gen resistente a la neomicina) en una PCR de 3 fusiones como se describe por Kohli et al. (Nucleic Acids Research
2004, vol. 32, n° 1).

El producto resultante de la PCR que comprende las secuencias del gen ApoE que flanquean el ex6n 3 y un gen
resistente a la neomicina se clond en el vector pAAV-MCS (Stratagen) del virus adeno-asociado (AAV). El
empaquetamiento de esta construccion dirigida (véase mas adelante) y la posterior produccion de lisado virico para
la infeccion de células porcinas se realizaron como se describe por Kohli et al. (2004).

Construccion dirigida AAV-MCS/ApoE KO - secuencia (4.055 pb)

(region sombreada = Neo-secuencia de pNeDaKO-Neo, regiones no sombreadas = secuencias del gen ApoE, las
secuencias del cebador estan subrayadas)

atacatacgcg. gccqcggatctgetcgggaaatatetgcttggattaggetgatgcagataagggggtgcaaggcettg

gaaggctgtgactggacagggctgggetetgggtgggaggagegageccegecgcetgttgagtgacaatttcteectect
gcaggttggccaatcgcaagccagaagatgagggttetgtgggattgetttggtggtaaccctectcgecaggtatgggggtg
gggcttgctcaggticectgececteccecatecccecggcetgtacceggtgeccectecttcatecetgggtctettetgetggtet
ctettececttgaggagaggectagatgtgaggectetetggeactecttgettctgaacagetegttttactetctgagectea
gtttccccatctttaaaatgggagttatgttgagagattccagcetgtggctcagecaggttaagaaccecgactagtatecatga
ggaagagggttcaatcectggceticgetcagegggttaaggatccggegttgccatgagetgeggeataagtecgecagat

gcagctcgaatcggatattgetgtggctatggtgecaggctggcagcetategettccateggaceceetegectgagaacttce
acgtatgccactggtgcagccctaaaagacaaacaaacaaaaacgaaagaaagagaaaagaaaggaaaggggg
cttctgtitctaatgcegttgttgectggecagggegtgagceattagatacgtgtcagcetgtgactagegtgcacggageacac

aatccatgcttgtccagtaattagacaggctgggtgtecttccacececteectgeeccaccagtgcetctagagaageccac
ccaccagggctgggggagcacctgctetgtaccaggtacegtgtgctgctaaagqgaacaaaagcetggagcetccac
cgcggataacttcgtatagcatacattatacgaagttatcgcgeectaccgggtaggggaggegcttticccaaggeagtc
tggagcatgegctttagcageccegetgggceacttggegetacacaagtggectetggectegecacacattccacateca
ccggtaggcgcecaaccggcteegttetttgatggccecttcgegecaccttctactectececectagtcaggaagttcececce
cgccccgeagctcgegtegtgcaggacgtgacaaatggaagtagcacgtctcactagtctecgtgcagatggacagcac
cgctgagcaatggaagegggtaggectitggggcageggcecaatageagetitggetecettegetttctgggetcagagg
ctgggaaggggtggatccgggggcgggcetcaggggegggctcaggggcggggegagegeccgaaggtecteegg

aagcccggcattctgcacgcttcaaaagcgceacgtetgeccgegcetgttetectettccteatcteccgggectitcgacctgea
gccaatatgggatcggcecattgaacaagatggattgcacgeaggttctccggecgettgggtggagaggctattcggeta
tgactgggcacaacagacaatcggctgetctgatgecgecgtgttccggetgtcagegecaggggegeceggttctttttgte
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aagaccgacctgtccggtgeectgaatgaactgcaggacgaggcagegeggctategtggetggecacgacgggegt
tccttgcgcagctgtgctcgacgttgtcactgaagcgggaagggactggctgctattgggcgaagtgccggggcaggat
ctectgteatctcaccttgetectgccgagaaagtatecatcatggetgatgecaatgeggeggetgcatacgettgatcegg
ctacctgcccattcgaccaccaagcgaaacatcgcatcgagegageacgtactcggatggaagecggtcettgtcaatea
ggatgatctggacgaagagcatcaggggcetcgcgecagecgaactgttcgccaggcetcaaggegcgeatgeccecgac
ggcgaggatctcgtcgtgacccatggegatgectgettgcecgaatatcatggtggaaaatggecgctitictggattcatcg
actgtggecggcetgggtgtggeggategctatcaggacatagegtiggetaceegtgatattgetgaagagetiggegge
gaatgggctgaccgctteetegtgctitacggtatcgecgeteccgattcgecagegceategecttctatcgectictigacga
gttcttctgaggggatcaattetctagagcetegetgatcagectecgactgtgectictagttgecagecatetgttgtttgecccet
ccccegtgecttecttgaccctggaaggtgecactcccactgtectticctaataaaatgaggaaattgecatcgeattgtetg
agtaggtgtcattctattctgggggatagogtggggcaggacagcaagggggaggatigggaagacaatageaggca
tgctggggatgcggtgggctetatggcettctgaggecggaaagaaccagcetgggggctgcageacgtgttgacaattaate
atcggcatagtatatcggcatagtataatacgactcactataggagggccaccatggccaagttgaccagtgecgttceg
gtgctcaccgegegegacgicgecggageggtcgagtictggaccgaccggetcgggtictccegggacttcgtggagg
acgacttcgecggtgtggtccgggacgacgtgaccectgticatcagegeggtccaggaccaggtggtgecggacaaca
cectggectgagtgtgggtgegeggcctggacgagetgtacgecgagtggteggaggtegtgtccacgaacttceggga
cgcctecgggecggecatgaccgagatcggegageagecgtgggggcgggagticgecetgegegacececggecgg
caactgcgtgcacttcgtggccgaggagcaggactgaataacttcgtatagcatacattatacgaagttatggtacccaat
tcqccctataqtgagtcgtattaccggaccgtgtgttctggaccectcaggetccaccegtecegggtitecttctgtecttgte
gccaactcttgggagtetggatctetgtttcttttitttccttcttecttitttggggggagtttacttttictittttctitcatttgacttcatg
tettgctttctticcatetigagetectgecticgectgtetetgggtcagtetigecgtecttgetgtetctgaatetetggeacgtee
tggccatcgccagclcaggagcoctccttctcccccccccégcccccgccctctctgcgcccagggagctgatagagga
gagcatgaaggaggtgaaggcctaccgegaggagetggaggegeagetgggeccegtgacccaggagacgcagg
cgcgectgtccaaggagetgcaggeggegeaggeecgegtgggegeecgacatggaggacgtgcgcaaccgcettggt
gctctaccgcagegaggtgcacaacatgttgggecagaccaccgaggagcetgecggagecgectggettecccacctge
gcaagctgegcaageggctgetecgegacaccgaggacctgeagaagcegectggecgtgtaccaggeggggcetacg
cgagggcgecgagegceagegtgagegeectcegegagegectcgggeccetggtggageagggecgattigegege
cgccaccetgagtaccagggecggecagecgcetgcgegagegegecgaagectggggecagaagetgegeggac
ggctggaggagatgggcagccggaccegegaccgectggatgagatgegtgagcagetggaggaggtgegeacea
aagtggaggagcagggcagcecagttgegectgecaggecgagggeqaccgcegtatgtat

2. Transduccion y cribado de células porcinas dirigidas

La transduccién de fibroblastos porcinos de cerdos de tamafio miniatura Yucatan recién nacidos o fetales se realizd
en matraces de 75 cm? como se describe por Kohli et al. (2004). En resumen, las células fueron infectadas con el
virus durante 2-3 horas y, posteriormente, se dejaron en cultivo durante 48 horas. Las células fueron recolectadas
por tripsinizacion a las 48 horas después de transduccion y se sembraron en placas de 96 pocillos con medios que
contenian geneticina para seleccionar las células dirigidas y se dejaron en cultivo durante 2-3 semanas.

El cribado inicial para eventos dirigidos especificos del locus se realizé por PCR utilizando ADN genémico extraido
de clones resistentes a la neomicina como molde. Para esta PCR, se usé un cebador directo situado fuera del brazo
izquierdo de la homologia del ApoE y un cebador inverso situado dentro del gen resistente a la neomicina, o un
cebador directo situado dentro del gen resistente a la neomicina y un cebador inverso situado fuera del brazo

derecho de la homologia del ApoE.

La transferencia Southern se realiz6é para verificar los eventos dirigidos especificos al locus. EIl ADN gendmico era
digerido y las transferencias se sondearon con una sonda de ADN aguas arriba para el brazo izquierdo de la
homologia de ApoE o aguas abajo para el brazo derecho de la homologia de ApoE.

Los fibroblastos porcinos noqueados ApoE transgénicos resultantes fueron usados posteriormente para
transferencia nuclear de la célula somatica (SCNT) por clonacién artesanal.
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Ejemplo 3
Cerdo noqueado en el receptor de LDL por recombinacion homadloga

Se ha secuenciado parte de la secuencia codificante del receptor de LDL del cerdo de tamafio miniatura (GeneBank
acceso n° AF065990). Un vector dirigido que contiene parte de la secuencia génica se crea con un casete de gen
resistente a la neomicina sin promotor insertado en uno de los exones para interrumpir la funcién génica. El vector
dirigido es linealizado y transfectado en fibroblastos fetales de Yucatan. Los fibroblastos se cultivan en presencia de
G418. Los clones resistentes son cribados para recombinacién homologa por PCR. Los cerdos de tamafio miniatura
Yucatan con el noqueado de uno o ambos alelos apoE son creados a partir de células recombinantes mediante
clonacion "artesanal".

Ejemplo 4
Cerdo de expresion disminuida en el receptor de LDL por interferencia de ARN

Se ha secuenciado parte de la secuencia codificante del receptor LDL del cerdo de tamafio miniatura (GeneBank
acceso n° AF065990). Las dianas eficientes para interferencia de ARN se determinaran empiricamente por
expresion transitoria de vectores que contienen 1) una secuencia de ARN de horquilla corta expresada bajo un
promotor U6 o H1 que dirige una secuencia del nucleétido 19 en el ARNm del receptor de LDL.

Para la expresion estable del ARN de horquilla corta, se construye un vector basado en transposon o retroviral con
1) una secuencia de ARN de horquilla corta expresada bajo un promotor U6 o H1 dirigido a una secuencia del
nucleotido 19 en el ARNm del receptor de LDL, 2) un casete de gen resistente a la puromicina, y 3) dos secuencias
aisladoras de flanqueo. El vector dirigido basado en transposén es cotransfectado con plasmido que expresa
transposasa en cultivos de fibroblastos fetales Yucatan. El vector retroviral es transducido en cultivos de fibroblastos
fetales Yucatan. Los fibroblastos se cultivan en presencia de puromicina. Los clones resistentes son cribados para
una eficiente regulacion reductora del ARNm del receptor de LDL y de la proteina. Los cerdos de tamafio miniatura
Yucatan de expresion disminuida del receptor de LDL son creados a partir de células transgénicas por clonacion
"artesanal”.

Identificacion de los ARNhc eficaces

En este ejemplo, se crea un modelo de la aterosclerosis de tamafio humano por desarrollo de cerdos de tamafio
miniatura Yucatan de ingenieria genética en los que las moléculas efectoras de ARN dirigidas contra el receptor LDL
enddgeno inducen una depuracion defectuosa de la lipoproteina y de la hipercolesterolemia.

Diez plasmidos que expresan ARNhc dirigidos a diferentes secuencias del nucleétido 19 en el ARNm del receptor de
LDL del cerdo de tamafio miniatura Yucatan y un pSUPER.retro.puro de control que expresa un ARNhc irrelevante
se creo en el pSUPER:.retro.puro (Oligoengine) utilizando las recomendaciones del fabricante.

Tabla 2.

Dianas para ARNhc dirigido al receptor LDL con expresion disminuida

Primera base en la secuencia AF065990 de ADNc de cerdo Secuencia

T1 763 tgtcaaagcggcgagtgca

T2 889 tcccatatctgcaatgacc

T3 1150 accctggaccgtagtgagt

T4 1308 tgacaccattattggcgaa

T5 1309 gacaccattattggcgaag

T6 1439 agactctcttccaagagaa

T7 1553 tgaacggagtggacgtcta

T8 1814 tcacaggctcggacataca
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Dianas para ARNhc dirigido al receptor LDL con expresion disminuida

Primera base en la secuencia AF065990 de ADNc de cerdo Secuencia
T9 858 CCAACGAGTGTCTGGACAA
T10 1109 CCTACCTCTTCTTCACCAA

Para medir la capacidad de estos ARNhc para dirigir y facilitar la degradacion del ARN del receptor de LDL los
autores de la invencion establecieron un ensayo de rastreo de luciferasa de Renilla basado en dirigir ARNm para la
fusion del receptor de LDL de la luciferasa de Renilla en células HEK293. Parte de la secuencia codificante del
receptor de LDL porcina se amplific6 mediante RCP del ADN obtenido de fibroblastos de cerdo de tamafio miniatura
Yucatan utilizando los cebadores siguientes.

5' AAAACTAGTGCCAAGACGGGAAATGCATC 3' directo
5' AAAACGGGTGCTGTTGATGCTCTTAAGCC 3'inverso

El cebador directo contenia un sitio Spel y el inverso un sitio Agel y el segmento del receptor de LDL era clonado en
sitios unicos Spel y Agel en el la region 5' UTR del gen luciferasa de Renilla en una version modificada del vector
pSiCheck-2 (Promega) para hacer el vector del LDLR-pSiCheck2.

Se sembraron células HEK293 a 19.000 células por pocillo en placas de 24 pocillos (TPP) en DMEM conteniendo 10
% de suero fetal bovino (Lonza) en el dia 0. En el dia 1, las células fueron cotransfectadas con 0,04 ug de
pSiCheck2-LDLR y 0,36 ug de pSUPER:.retro.puro.T1-T10 o pSUPER .retro.puro.shScrambled utilizando reactivo de
transfeccion FuGene 6 (Roche Applied Science). En el dia 3, la actividad de la luciferasa se midié utilizando el Dual-
Luciferase® Reporter Assay System de Promega. El ensayo se realizé por triplicado. El experimento se repitié dos
veces. Los resultados se dan en la Figura 4.

Para facilitar la expresién estable de ARNhc eficaces en fibroblastos de cerdo de tamafio miniatura Yucatan, las
secuencias de ARNhc son clonadas en uno o ambos ligadores del plasmido pSBT/cHS4.H1p.PGK-puro.U6p.cHS4,
en el que los ARNhc son expresados bajo un promotor U6 o H1 de la polimerasa lll, véase la Figura 3.

Transfeccion

Los fibroblastos porcinos de cerdos de tamafio miniatura Yucatan recién nacidos o fetales se cultivan en DMEM
(Lonza, Suiza) que contiene 15 % de suero fetal bovino (Lonza). Las células se siembran en una capsula Petri de 10
cma 1%, 0,25 % o 0,1 % de confluencia el dia 0. En el dia 1, el plasmido pSBT-shLDLR es cotransfectado con un
plasmido que expresa la HSB3 mutante transposasa Sleeping Beauty hiperactiva (pCMV-HSB3, Yant SR et al. Mol
Cell Biol. 2004; 24(20):9239-47). Desde el dia 3, las células son seleccionadas en 0,6 microgramos/ml de puromicina
(Sigma) durante 14 Dias. Se contabiliza el nimero de clones resistentes (Figura 4) y después se cultivan las
colonias con etiqueta HSB3 en 15 % de FCS en DMEM hasta la clonacién artesanal.

Expresion del transgen y numero de copias

Los fibroblastos se cultivan a partir de cerdos clonados recién nacidos en DMEM complementados con 10 % de
suero bovino fetal. Para analisis del nivel de disminucién de la expresién del receptor de LDL, los fibroblastos se
cultivan en DMEM complementado con 10 % suero deficiente en lipoproteina durante 48 horas y el nivel de¢ ARNm
del receptor de LDL se determina mediante PCR cuantitativa. EIl ADN genémico es aislado a partir de fibroblastos
por procedimientos estandares. La transferencia Southern utilizando una sonda de un gen (pac) resistente a la
puromicina se usa para determinar el nimero de sitios de integracion.

Ejemplo 5
Clonacion artesanal (HMC) y establecimiento de embarazos, por ejemplos, 1, 2, 3y 4.

Para la clonacion y la entrega de transgénicos se emplean fibroblastos en la HMC. Las cerdas receptoras reciben un
total en el intervalo de 60-70 de una mezcla de blastocistos el dia 5 y/o el 6.

Excepto donde se indique de otro modo todos los productos quimicos se adquirieron de Sigma Chemical Co. (St
Louis, MO, EE.UU.).

Recogida de ovocitos y maduracion in vitro (IVM)

Los complejos cumulo-ovocito (COC) son aspirados de foliculos de 2 a 6 mm de ovarios de cerdas obtenidos en
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mataderos y madurados en grupos de 50 en 400 pl de medio IVM constituido por TCM-199 (GIBCO BRL)
tamponado con bicarbonato complementado con 10 % (vol/vol) de suero bovino (CS), 10 % (vol/vol) de fluido
folicular de cerdo, 10 ui/ml de eCG, 5 ui/ml de hCG (Suigonan Vet; Skovlunde, Dinamarca) a 38,5 °C en 5 % de CO;
en aire humidificado en el Sistema de Incubacion Submarino (SIS; Vajta et al., 1997) durante 41-44 h.

La HMC es realizada mediante un procedimiento basado en la digestion parcial de la zona pelucida, como se
describié anteriormente (Du et al., 2005 y 2007). Los COC maduros son liberados de las células cdmulo en 1 mg/ml
de hialuronidasa en TCM-199 tamponado con Hepes. Desde este momento (excepto donde se indique lo contrario)
todas las manipulaciones se realizan en una etapa en caliente ajustada a 39 °C, y todas las gotas usadas para
manipular ovocitos fueron cubiertas con un volumen de 20 ul con aceite mineral. Las zonas pellcidas son
parcialmente digeridas con 3,3 mg/ml de solucion de pronasa disuelta en T33 (T significa medio TCM 199
tamponado con Hepes; el numero significa porcentaje (vol/vol) de complemento de CS, aqui 33 %) durante 20
segundos y después son lavadas rapidamente en gotas de T2 y T20. Los ovocitos con zonas pellcidas distendidas y
ablandadas son alineados en gotas de T20 complementado con 2,5 pug/ml de citocalasina B. Con una pipeta de
vidrio de trazo muy fino, los ovocitos se hacen rotar para colocar el cuerpo polar en la superficie. Mediante biseccién
orientada con una Cuchilla de Corte con Filo Ultra (AB Technology, Pullman, WA, EE.UU.) menos de la mitad del
citoplasma cerca del cuerpo polar es retirado manualmente del citoplasto putativo restante.

Los fibroblastos de donante transgénico cultivados en una monocapa confluente en DMEM complementado con 10
% FCS fueron tratados con tripsina y mantenidos en T20 (Kragh et al., 2004). La fusion se realiza en dos etapas.
Durante la primera etapa, el 50 % de los citoplastos disponibles se transfieren en 1 mg/ml de fitohemaglutinina (PHA;
ICN Pharmaceuticals, Australia) disuelta en TO durante 3 s, después cada uno fue goteado rapidamente sobre un
fibroblasto transgénico Unico. Después de la unién, los pares de células citoplasto-fibroblasto son equilibrados en
medio de fusién (0,3 M de manitol y 0,01 % de PVA) durante 10 s y se transfieren a la camara de fusién (camara de
fusion de 0,5 mm de microlamina BTX, modelo 450; BTX, San Diego, CA, EE.UU.). Utilizando una corriente alterna
(CA) de 0,6 kV/icm y 700 KHz, los pares fueron alineados al alambre de una camara de fusion con las células
somaticas mas alejadas del alambre, después se fusionaron con una corriente continua de 2,0 kV/cm durante 9 ps.
Después del pulso eléctrico, los pares de células se incuban en gotas de T10 para observar si la fusion ha tenido
lugar.

Aproximadamente 1 h después de la primera fusién, cada par se fusiona con otro citoplasto y se activa
simultaneamente en medio de activacion (0,3 M de manitol, 0,1 mM de MgSOs4, 0,1 mM de CaCl, y 0,01 % de PVA).
Utilizando una CA de 0,6 kV/cm y 700 kHz, un par fusionado y un citoplasto se alinean al alambre de la camara de
fusion, con pares fusionados contactando con el alambre, seguido por un Unico pulso de CC de 0,85 kV/cm durante
80 ps. Cuando se ha observado la fusion en gotas de T10, los embriones reconstruidos se transfieren en medio
zigoto porcino 3 (PZM-3; Yoshioka et al., 2002) complementado con 5 ug/ml de citocalasina B y 10 uyg/ml de
cicloheximida. Después de una incubacion de 4 h a 38,5°C en 5 % de CO», 5 % de Oz y 90 % de N, con maxima
humedad, los embriones se lavaron tres veces en medio PZM-3 antes del cultivo.

Cultivo y transferencia del embrion

Los embriones se cultivan a 38,5 °C en 5 % de COg2, 5 % de Oz y 90 % de N, con maxima humedad en medio PZM-3
en el pocillo del sistema de pocillos (WOW; Vatja et al., 2000). Los blastocistos de Dia 5 y 6 con masa celular interna
claramente visible son transferidos quirdrgicamente a cerdas Landrace danesas el dia 4 o 5 después del destete.
Las embarazadas son diagnosticadas por ultrasonografia el dia 21 y confirmadas cada dos semanas. Los lechones
nacen por cesarea el dia 114, 24 h después de tratamiento con prostaglandina F2.

Ejemplo 6
Examen del fenotipo de cerdos ateroscleréticos transgénicos

En las dietas convencionales (13 % grasa, peso/peso), los cerdos de tamario miniatura Yucatan tienen bajos niveles
de colesterol en plasma (112 mmol/l) y no desarrollan aterosclerosis. Los cerdos de tamafio miniatura transgénicos
modelos de aterosclerosis tienen un nivel de colesterol total esperado de >5 mM de colesterol total en una dieta
normal de los cerdos, que puede acentuarse adicionalmente alimentando con una dieta que contenga 20 % de grasa
saturada e incluso mas alimentando con una dieta que contenga 20 % de grasa saturada y 1 % de colesterol.

Para caracterizar el nivel de hipercolesterolemia que puede obtenerse en cerdos de tamafio miniatura Yucatan
transgénicos, los cerdos de tamario miniatura Yucatan transgénico y normal se mantienen con una dieta normal de
los cerdos, dieta de cerdos complementada con 20 % de grasa saturada o dieta de cerdos complementada con 20 %
de grasa saturada y 1 % de colesterol. Se tomaron muestras de sangre en el momento del destete y después cada 3
meses.

El colesterol y los triglicéridos totales en plasma se midieron en un analizador Vitros 950 (Ortho-Clinical Diagnostics).
El colesterol HDL (HDL-C) se mide enzimaticamente en un analizador Kone 30 (Thermo) utilizando unos kit de ABX
(Triolab, Copenhage, Dinamarca). La distribuciéon de colesterol dentro de las fracciones de lipoproteinas se analiza
mediante cromatografia liquida rapida para proteinas.
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Para caracterizar el nivel de la aterosclerosis inducida por la hipercolesterolemia, los cerdos son examinados
mediante ultrasonido intravascular (IVUS) a los 6 meses, 9 meses y 12 meses de edad. Después del ultimo examen,
los cerdos de tamafio miniatura son sacrificados y el corazén y las arterias principales son extraidos y diseccionados
longitudinalmente para identificar las lesiones ateroscleréticas. Las lesiones ateroscleréticas son fijadas en 4 % de
formaldehido durante 24 horas e incorporadas en parafina. Los especimenes se seccionan en serie, se tifien
mediante elastina-tricromo y se analizan microscopicamente. Las lesiones aterosclerdticas se caracterizan de
acuerdo con la clasificacion descrita por Virmani et al. Se espera que los cerdos transgénicos muestren un
engrosamiento intimal patolégico y ateromas de caperuza fibrosa.

Ejemplo 7
Uso de un modelo porcino de la aterosclerosis en estrategias de ensayo preventivas y terapéuticas
Formacion de imagenes a nivel molecular de la aterosclerosis:

El diagndstico por imagenes de la aterosclerosis, que se esta convirtiendo en teéricamente posible con la llegada de
nueva tecnologia de imagenes de alta resolucion, es una prometedora nueva herramienta para la estratificacion del
riesgo de personas asintomaticas. Sin embargo, para desarrollar agentes trazadores/de contraste y secuencias de
imagenes que sean capaces de visualizar placas ateroscleréticas y actividad de enfermedad aterosclerdtica, se
necesita un modelo animal de tamafio humano de la enfermedad que pueda ser examinado mediante escaneres con
TC, RMy TEP en el paciente.

Ejemplo: La sustancia X se administra de forma intravenosa y se analiza la acumulacion en placas ateroscleréticas
mediante escaneado de RM, escaneado de CT, escaneado de SPECT, escaneado de PET o ultrasonido
intravascular. Después del escaneado, los cerdos de tamafio miniatura son sacrificados. Los especimenes arteriales
que contienen lesiones ateroscleroticas son fijados, incrustados en parafina, seccionados, tefiidos y analizados
microscopicamente. Los resultados obtenidos mediante imagenes se comparan con los hallazgos histolégicos.

Efecto sobre las placas ateroscleréticas de la colocacidon de un estent: Las placas en las arterias coronarias de un
cerdo transgénico de un afio de edad se cartografian por ultrasonido intravascular (IVUS) y se coloca un estent que
eluye un farmaco X y un estent de control en las ubicaciones de dos ateromas de caperuza fibrosa. Después de 3
meses, los cerdos son sacrificados y la patologia de las lesiones ateroscleréticas con estent colocado se comparan
mediante técnicas histoldgicas.

Estudio del farmaco:

A los cerdos de tamafio miniatura transgénicos (6 meses de edad) se da durante 3 meses atorvastatina (3 mg/kg por
dia) o placebo. Al inicio del estudio se obtienen muestras de sangre y, mas adelante, cada mes. Al inicio del estudio
y después de 3 meses se llevan a cabo examenes mediante IVUS de las arterias coronarias. Después del ultimo
examen mediante IVUS, los cerdos de tamafio miniatura son sacrificados y se procesan las lesiones ateroscleroticas
para su analisis histologico. El efecto de la atorvastatina en la aterosclerosis se determina comparando los datos de
IVUS de la serie y la histologia de la aterosclerosis en el estudio final entre los grupos de cerdos de tamafio
miniatura tratados con atorvastatina y con placebo.

Ejemplo 8

Como alternativa, el casete de ARNhc y de promotor se insertara en fibroblastos fetales utilizando el "Sistema de
cerdo maestro"

Basado en los mecanismos bien descritos de la transposicion de SB (4-8) y recombinacion Flp (9, 10), la presente
invencion divulga un nuevo vector diana para la integracion especifica del sitio en el genoma. Este vector transporta
dentro del contexto de un vector transposén SB un casete de gen bicistronico que contiene (i) el sitio de
recombinacion FRT incorporado en la secuencia codificante de eGFP y (ii) un gen con resistencia a la puromicina
controlado por el IRES. Los autores de la invencién demuestran una insercién del plasmido selectiva y eficiente en el
loci gendmico etiquetado SB. En un intento por mejorar mas el comportamiento de estos vectores, los autores de la
invencion han analizado el efecto de elementos aisladores, han creido proteger los genes foraneos insertados contra
el silenciamiento transcripcional, dentro del contexto de vectores SB. Las investigaciones de los autores de la
invencion indicaron que los aisladores que flanquean el casete de expresion del gen FRT pueden servir para
mantener y estabilizar la expresion génica de transgenes insertados con Flp.

En la presente invencion se emplean dos tecnologias de integracion no viral, el sistema de transposén SB y la
recombinasa Flp, en un esfuerzo combinado por lograr la deteccion del locus activo, mediado por SB, y la insercion
dirigida al sitio en un sitio interesante, mediada por Flp. Se divulga una tecnologia bifasica en la que un vector SB
integrador, que transporta un gen reportero y un gen marcador selectivo, puede servir primero como un reportero
para la expresion génica continua y, como consecuencia, como una diana para la insercién génica. Utilizando un
vector integrado activamente en lugar del ADN plasmidico que esta recombinado aleatoriamente en el genoma los
autores de la invencion certifican (i) que solo una copia Unica, y no concatémeros, del vector son insertados v,
ademas, (ii) que el casete reportero no esta flanqueado por secuencias derivadas de la cadena principal del
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plasmido bacteriano que pueden tener un efecto perjudicial en la actividad del locus a lo largo del tiempo. En una
segunda etapa de modificacion este vector puede servir como una diana para la insercion de uno o mas casetes de
expresion génica en un locus bien caracterizado.

Construccion del vector

El vector basado en el trasposén SB usado en este estudio era derivado del vector pSBT/SV40-GFIP.loxP. Este
vector contiene, dentro del contexto de un transposén SB, un casete bicistrénico FRTeGFP-IRES-puro (GFIP)
flanqueado aguas arriba por un codoén de iniciacion ATG y aguas abajo por una secuencia poli(A). Ademas, el vector
contiene un sitio de reconocimiento para la recombinasa Cre (loxP) situado entre la repeticion invertida superior del
vector y el promotor SV40 que controla la expresion del casete FRTeGFP-IRES-puro.

Construccioén del vector pSBT/SV40-GFIP.loxP

El vector pSBT/RSV-GFIP contiene la terminal invertida del transposdn de ADN SB que flanquea un casete de gen
bicistronico de FRT-GFP.IRES.puro controlado por un promotor derivado del virus del sarcoma de Rous (RSV). La
secuencia eGFP se amplifico a partir de peGFP.N1 (Clontech) utilizando un cebador directo que contenia la
secuencia de FRT de 48-pb. Para analizar la funcionalidad FRT-GFP, la fusion FRT-eGFP se inserté en un vector de
expresion que contenia el promotor SV40. El fragmento PCR que contiene el gen de fusion eGFP etiquetado FRT
era digerido con Miul y Xmal e insertado en pSBT/RSV-hAAT digerido con Miul/Xmal (pT/hAAT en ref. (8), obtenido
de Mark Kay, Stanford University, EE.UU.), generando un vector transposon con la expresion de eGFP controlada
por el RSV (pSBT/RSV-eGFP). Un casete IRES-puro era amplificado por la PCR de pecoenv-IRES-puro
(proporcionado por Finn Skou Pedersen, University of Aarhus, Dinamarca), digerido con Xmal, e insertado en
pSBT/RSV-eGFP digerido con Xmal, generando pSBT/RSV-GFIP (véase la Fig 6). Se generaron versiones
alternativas de este vector que contenian el promotor SV40 (pSBT/SV40-GFIP) y el promotor derivado del gen de la
ubiquitina humana (pSBT/Ubi-GFIP). Ademas, insertando un sitio diana de recombinacion Cre (loxP) en el sitio Miul
situado entre la repeticion invertida izquierda del transposon y el promotor SV40 de pSBT/SV40-GFIP, se creo el
vector pSBT/SV40-GFIP.loxP. El plasmido pcADN5/FRT donante, que contenia un gen de fusion FRT-hygro sin un
codon de iniciacion, se obtenia de Invitrogen. El plasmido codificante de Flp, pCMV-Flp, se obtuvo de A. Francis
Stewart, University of California San Francisco, EE.UU.). Este plasmido codifica la variante de Flp potenciada
designada Flpx9 (11). Un vector SB que contiene dos copias del elemento (12, 13) aislador derivado del sitio 4
(cHS4) hipersensible de la ADNasa de pollo de 1,2-kb se generaba insertando secuencias de cHS4 amplificadas por
PCR vy un ligador intercalado en pSBT/PGK-puro (obtenido de Mark Kay, Stanford University, EE.UU.) digerido por
Notl/Spel. El casete PGK-puro fue retroclonado en la construccion utilizando sitios de restriccion situados en el
ligador, generando pSBT/cHS4.PGK-puro.cHS4

Para uso adicional en los cerdos se insertd un sitio (loxP-257) de reconocimiento Cre alternativo en un Unico sitio
Ascl que se cre6 por mutagénesis en una posicion situada entre la secuencia poli(A) y la repeticion invertida inferior
del vector. Este vector se designd pSBT/IoxP.SV40-GFIP.loxP257. La presencia de dos sitios de recombinacion Cre
permite el intercambio de casete mediada con recombinasa Cre después de insercién del plasmido basado en Flp,
facilitando de ese modo, si se necesita, la eliminacién de secuencias de plasmido y genes de seleccion.

Transposicion de SB en fibroblastos primarios de cerdo

Los vectores transposéon de SB, bien SBT/PGK-puro o bien el transposén diana SBT/loxP.RSV-GFIP.loxP257, se
insertaron en el genoma del fibroblasto del cerdo mediante la cotransfeccion (utilizando Fugene-6 de Roche) de 1,5
Hg pSBT/lox.RSV-GFIP.loxP257 (o pSBT/PGK-puro) con 1,5 ug de pCMV-SB (o 1,5 pyg de pCMV-mSB como un
control negativo ). EI pCMV-SB (derechos de concesion por Perry Hackett, University of Minnesota, Minnesota,
EE.UU.) codifica la transposasa Sleeping Beauty reconstruida de elementos transponibles de ADN f6sil de pescado
salmoide. El pCMV-SB, pCMV-mSB, y la variante hiperactiva pCMV-HSB3 se obtuvieron de Mark Kay, Stanford
University, EE.UU. Clones de células marcadas con SB aparecieron como resultado de seleccionar células
transfectadas con puromicina (0,5 pg/ml). Las colonias se fijaron y tifieron en azul de metileno en metanol y
posteriormente se contabilizaron.

Transposicion de SB sdlido en fibroblastos primarios de cerdo

La SB se transpone eficientemente en la mayoria de las células de mamiferos pero con mayor eficacia en células
humanas que en células de murino. La transposicién de vectores de la SB no se ha analizado nunca en células
porcinas, y los autores de la invencion han probado inicialmente la actividad en fibroblastos primarios del cerdo. Los
autores de la invencion han utilizado un trasposén estandar que codifica un gen con resistencia a la puromicina
(SBT/PGK-puro) y encontraron niveles decentes de transposicion, dando como resultado aproximadamente 75
colonias resistentes al farmaco en cultivos de fibroblastos cotransfectados con pSBT/PGK-puro y pCMV-SB (Fig. 7).
Menos de 3 colonias aparecieron después de la transfeccion con pSBT/PGK-puro y pCMV-mSB, codificando el
Ultimo una version inactiva de la transposasa. Curiosamente, se obtuvo una media de casi 140 colonias utilizando la
variante HSB3 de transposasa hiperactiva, que indica que HSB3 también en células porcinas intermedian mayores
niveles de la transposiciéon comparados con la transposasa SB original.
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Insercion eficiente de un vector de SB etiquetado FRT en fibroblastos de cerdo

Para generar clones de células marcadas con SB que contienen un sitio diana de recombinacion Flp para la
insercion del gen especifico del sitio, los autores de la invencion cotransfectaron el plasmido pSBT/loxP.SV40-
lopP257 con pCMV-mSB, pCMV-SB, y pCMV-HSB3, respectivamente. EI HSB3 mostré de nuevo la mayor actividad,
dando como resultado aproximadamente 30 colonias resistentes al farmaco después de la transfeccion de 3 H 10*
fibroblastos (Fig. 8).

Las colonias resistentes a la puromicina fueron aisladas y expandidas. El analisis del clon mediante microscopia de
fluorescencia mostré una expresion eficiente de FRTeGFP (Fig. 9), demostrando funcionalidad del vector y facil
deteccion de FRTeGFP en fibroblastos de cerdo. Estos clones de células fluorescentes que transportan la secuencia
de recombinacién de Flp FRT estan siendo usados actualmente en la creacion de animales transgénicos clonados
producidos por clonacion artesanal.

Verificacion de SBT/loxP.SV40-GFIP.loxP257 como diana para la recombinacién de Flp

Debido a limitaciones de crecimiento a largo plazo de fibroblastos primarios del cerdo en cultivo de tejidos los
autores de la invencion no pudieron demostrar la insercion génica basada en Flp en vectores de SB etiquetados FRT
en fibroblastos de cerdo. Por lo tanto, los autores de la invencion escogieron probar la funcionalidad del vector que
contenia FRT mediante un conjunto estandar de experimentos de recombinacion llevados a cabo en células HEK-
293. Los autores de la invencién generaron clones de células HEK-293 que contenian el vector SBT/loxP.SV40-
GFIP.loxP257 transposado. Mediante cotransfeccion de tales clones con (i) un plasmido sustrato derivado de
pcADN5S/FRT que contenia un gen de fusion FRT-hygro y un casete de expresion de la proteina roja fluorescente
(RFP) y (ii) un plasmido que codifica la recombinasa Flp (pCMV-FIpx9), los autores de la invencién identificaron
posteriormente colonias resistentes a la higromicina B. Mediante microscopia de fluorescencia los autores de la
invencion observaron que los clones de disefiados especificamente para un sitio, como se esperaba, desactivaron la
expresion de eGFP y activaron la expresion de RFP (datos no mostrados). Este cambio fenotipico "de verde a rojo"
indica que el vector diana integrado derivado de la SB sirve como sitio aceptor para la recombinacién basada en Flp.

En conclusion, el vector basado en el transposon de ADN Sleeping Beauty de la presente invencién sirve en su
forma integrada como una diana para la insercion génica basada en recombinasa. El vector SB es transferido de
forma eficiente mediante transposicion de corte y empalme en el genoma de fibroblastos primarios porcinos y por lo
tanto no esta flanqueado por secuencias bacterianas derivadas de plasmido. El empleo de estas células primarias
de ingenieria genética, por ejemplo, en la microinyeccion y en la clonacion artesanal permite analisis detallados
posteriores de la expresion de eGFP derivados del vector SB en cerdos clonados y la identificacion de animales con
interesantes perfiles de expresion (p. ej., ubicuo, especifico del tejido). Los fibroblastos primarios de tales "cerdos
maestros" son modificados por recombinacion basada en Flp, permitiendo la insercién del gen dirigido al sitio en un
locus marcado con vector de SB que no esta silenciado en el tejido de interés. Los cerdos clonados albergan un gen
de interés de una enfermedad insertado especificamente en un sitio o un casete de expresion de ARNhc para la
regulacion reductora de genes endogenos puede ser generados en una segunda ronda de clonacion animal.

EJEMPLO 9
Produccién de modelo de enfermedad por clonaciéon artesanal

Excepto donde se indique de otro modo todos los productos quimicos se adquirieron de Sigma Chemical Co. (St.
Louis, MO, EE.UU.).

Recogida de ovocitos y maduracion in vitro (IVM)

Los complejos de cumulo-ovocito (COC) fueron aspirados de foliculos de 2-6 mm de ovarios de cerdas o cerdas
jovenes obtenidas en mataderos. Los COC fueron madurados en grupos de 50 en 400 yl de TCM-199 (GIBCO BRL)
tamponado con bicarbonato complementado con 10 % (vol/vol) de suero bovino (CS), 10 % (vol/vol) de fluido
folicular de cerdo, 10 ui/ml de eCG, 5 ui/ml de hCG (Suigonan Vet; Skovlunde, Dinamarca) a 38,5 °C en el "Sistema
de Incubacién Submarino” (SIS; Vajta, et al. 1997) en 5 % de CO; en aire humidificado durante 41-44 horas.

Fertilizacion in vitro (IVF)

Los experimentos de IVF se realizaron con ovocitos madurados in vitro en 3 réplicas idénticas. Después de la
maduracion, los COC se lavaron dos veces con mTBM que contenia cafeina 2 mM (MTBMer) y se transfirieron en
grupos de 50 a 400 yl de mTBMser. EI semen recién eyaculado se traté como se ha descrito previamente (Booth, et
al., en prensa). Después de 2 h de capacitacion a 38,5 °C g en 5 % de CO; en aire humidificado, se afiadié esperma
a los ovocitos con la concentracion final ajustada de 1x10° de espermatozoides/ml. La fertilizacién se realizo a 38,5
°C y en 5 % de CO; en aire humidificado en el SIS durante 3 h. Después de la inseminacién, los presuntos zigotos
se sometieron a vortex en mTBMs.t para retirar células cimulo antes de lavar en medio de IVC y colocar en placas
de cultivo (véase, cultivo de embriones y evaluacion).
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Clonacion artesanal (HMC)

El procedimiento de HMC aplicado se basé en trabajos previos de los autores de la invencién en ternera y cerdo
(Kragh, et al., 2004; Peura y Vajta, 2003; Vajta, et al., 2003), pero con modificaciones significativas. En resumen,
41h después del inicio de la maduracion, la inversion cimulo de los COC se retir6 mediante pipeteados repetidos en
1mg/ml de hialuronidasa en TCM199 tamponado con Hepes. Desde este momento (excepto donde se indique de
otra manera), todas las manipulaciones se realizaron en una etapa en caliente ajustada a 39 °C, y todas las gotas
usadas para manejar ovocitos eran de 20 pl de volumen cubiertas con aceite mineral. Los ovocitos se incubaron
brevemente en 3,3 mg/ml de pronasa disuelta en T33 (T para medio TCM 199 tamponado con Hepes; el nimero
significa el porcentaje (vol/vol) de complemento de CS, aqui 33 %) durante 5 s. Antes de que los ovocitos
empezaran a llegar a deformarse en la solucidon de pronasa, fueron recogidos y lavados rapidamente en gotas de T2
y T20. Los ovocitos con zonas parcialmente digeridas pero todavia visibles fueron alineados en gotas de T2
complementado con 3 mg/ml de poli(alcoholvinilico) (TPVA) y 2,5 ug/ml de citocalasina B. Se realiz6 triseccion en
lugar de biseccién, manualmente, bajo control estereomicroscépico con Cuchilla de Corte con Filo Ulira (AB
Technology, Pullman, WA, EE.UU.; Fig. 10a). Los fragmentos de ovocitos triseccionados se recogieron y tifieron con
5 pg/ml de fluorocromo Hoechst 33342 en gotas de TPVA durante 5 min, después se colocaron en gotas de 1 pl del
medio TPVA en el fondo de una capsula Petri Falcon de 60 mm cubierta con aceite (3-4 fragmentos por gota).
Utilizando un microscopio invertido y luz UV, se registraron las posiciones de los fragmentos sin tincion con
cromatina (citoplastos) y después se recogieron bajo un estereomicroscopio en gotas de T10 hasta el inicio de la
fusion.

Se prepararon células fibroblasto fetales como se ha descrito previamente (Kragh, et al., en prensa). La fusion se
realizd en dos etapas donde la segunda incluia también el inicio de la activacion. Para la primera etapa, se utilizaron
un tercio de los citoplastos seleccionados (preferiblemente, las partes mas pequefias). Con una pipeta de vidrio de
trazo muy fino y pulida al fuego, se transfirieron 10 citoplastos como un grupo a 1 mg/ml de fitohemaglutinina (PHA;
ICN Pharmaceuticals, Australia) durante 3 segundos, después se gotearon rapidamente individualmente sobre una
de las células fibroblastos que se sedimentaron en una gota de T2. Después de la unién, 10 pares de células
citoplasto-fibroblasto se equilibraron en medio de fusién (0,3 M manitol y 0,01 % de PVA) durante 10 s. Utilizando
una corriente alterna (CA) de 0,6 kV/cm y 700 KHz, los pares de células se alinearon al alambre de una camara de
fusion (camara de fusion de 0,5 mm de microlamina BTX, modelo 450; BTX, San Diego, CA, EE.UU.) con las células
donantes mas alejadas del alambre (Fig. 10b), después se fusionaron con una corriente continua (CC) de 2,0 kV/cm
durante 9 ps. Después del pulso eléctrico, los pares de células fueron retirados con cuidado del alambre,
transferidos a gotas de T10 e incubados para observar si la fusion habia tenido lugar.

Aproximadamente 1 hora después de la primera fusion, los pares fusionados juntos con los dos tercios de
citoplastos restantes se equilibraron por separado en las gotas del medio de activacion (0,3 M de manitol, 0,1 mM de
MgSOs, 0,1 mM de CaCl, y 0,01 % de PVA). Bajo una CA de 0,6 kV/cm, se alinearon tripletes de citoplasto-par
fusionado-citoplasto secuencialmente al alambre en grupos de 10, con los pares fusionados situados en el medio
(Fig. 10c). Un unico pulso de CC de 0,7 kV/cm durante 80 ps se us6 para la segunda fusiéon y el inicio de la
activacion. Los tripletes se retiraron después del alambre y se transfirieron con cuidado a gotas de T10 para
comprobar la fusién (Fig. 10d). Los embriones reconstruidos se incubaron en medio de cultivo (véase, cultivo del
embrién y evaluaciéon) complementado con 5 ug/ml de citocalasina B y 10 ug/ml de cicloheximida durante 4 h a 38,5
°Cen 5 % de CO, 5 % de Oz y 90 % de N2 con maxima humedad, después se lavaron a fondo por 3 veces en
medio de IVC antes del cultivo.

Activacion partenogenética (PA)

Se obtuvieron ovocitos partenogenéticamente activados bien de forma separada o en paralelo con HMC. A los
ovocitos se les dejo sin sistema inmune en la misma forma de antes excepto que se empled un incubacién en
pronasa de mayor duracion para conseguir retirar completamente la zona pelucida. Los ovocitos libres de la zona
(ZF) se equilibraron después durante 10 s en medio de activacion (manitol 0,3 M, MgS0O, 0,1 mM, CaCl, 0,1 mM y
0,01 % de PVA) y se transfirieron a la camara de fusion (camara de fusion de 0,5 mm de microlamina BTX, modelo
450; BTX, San Diego, CA, EE.UU.). Un tnico pulso de CC de 0,85 kV/cm durante 80 ps se generé con una maquina
de fusion de células BLS CF-150/B (BLS, Budapest, Hungria) y se aplico a ovocitos ZF. Para los ovocitos intactos de
la zona (ZI), se empled un unico pulso de CC de 1,25 kV/cm durante 80 us (de acuerdo con los experimentos
preliminares no publicados de los autores de la invencion, estos parametros dieron como resultado la activacion y
posterior desarrollo in vitro mayores para los ovocitos ZI y ZF, respectivamente). El procedimiento después del pulso
eléctrico era el mismo que para embriones de HMC reconstruidos.

Cultivo de embriones y evaluacion

Todos los embriones porcinos producidos por los tratamientos anteriores se cultivaron en un medio NCSU37
modificado (Kikuchi, et al., 2002) que contenia 4 mg/ml de BSA a 38,5 °C en 5 % de Oz, 5 % de CO2 y 90 % de N2
con maxima humedad. El medio de cultivo se suministré con 0,17 mmol de piruvato sédico y 2,73 mmol de lactato
sodico desde el Dia 0 (dia de la fertilizacion y de la activacion) hasta el Dia 2, después el lactato sodico y el piruvato
sodico eran reemplazados por 5,5 mmol de glucosa desde el Dia 2 hasta el Dia 7. Todos los embriones ZF se
cultivaron en el sistema WOW (Vajta, et al., 2000) en el mismo medio de cultivo y mezcla de gases utilizados
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anteriormente, con un cuidadoso cambio del medio en Dia 2 sin retirar los embriones de los WOW. La tasa de
blastocisto se registré en Dia 7. Para determinar los nimeros de células totales, los blastocistos fueron fijados y
montados en una lamina de vidrio de microscopio en glicerol que contenia 20 ug/ul de fluorocromo Hoechst 33342.
Después de tincion durante 24 horas, los embriones se observaron bajo un microscopio invertido Diaphot 200 con un
accesorio epifluorescente vy filtro de UV-2A (Nikon, Tokio, Japon).

10.1

Diferencias en capacidad de desarrollo entre ovocitos derivados de cerdas adultas (2,5 afios, 170 kg de peso) y de
ovocitos derivados de cerdas jovenes (5,516 meses, 75 kg de peso) se investigaron a través de la PA de ZF y de ZI
después de 44 h de maduracion in vitro. Se investigaron cuatro grupos combinados en 3 réplicas idénticas: (1)
ovocitos ZF de cerdas adultas (2) ovocitos ZI de cerdas adultas (3) ovocitos ZF de cerdas jovenes (4) ovocitos ZI de
cerdas jovenes. Para activacion de la ZF, se aplicé un unico pulso de CC de 0,85 kV/cm durante 80 ps, mientras un
Unico pulso de 1,25 kV/cm se empled para activar ovocitos ZI. Después de 7 dias de cultivo como se ha descrito
anteriormente, se determind el porcentaje de blastocistos por embridn activado.

Se investigd la capacidad de desarrollo in vitro de ovocitos partenogenéticamente activados derivados bien de
cerdas adultas o de cerdas jovenes. Como se muestra en la Tabla 3, las tasas de blastocisto de ovocitos de cerdas
partenogenéticamente activados fueron significativamente superiores que los de cerdas jovenes, después de la PA
tanto de ZF como de ZI.

Tabla 3

Desarrollo del blastocisto de ovocitos de cerdas adultas o de cerdas jévenes el Dia 7 partenogenéticamente activados

Zona Libre Zona Intacta
N° de ovocitos activados N° de blastocistos (%) N° de ovocitos activados N° de blastocistos (%)*
Cer
da 103 43 (42 £ 4)° 110 61 (55 + 6)°
Cer
da
jove
n 85 17 (20 + 2)° 137 36 (26 + 5)°
a,b,c

Los diferentes superindices indican diferencias significativas (p < 0,05).
9 | os diferentes superindices indican diferencias significativas (p < 0,05).

" Porcentaje (Media + S.E.M) de embriones desarrollados frente a blastocistos.

La diferencia en la capacidad de desarrollo de ovocitos entre cerdas adultas y cerdas jovenes se ha examinado en la
produccion in vitro (IVP) y en los embriones de la transferencia nuclear de la célula somatica (SCNT) de forma
separada, dando como resultado una conclusidon similar como en la publicacion anterior de otros grupos de
investigacion (Sherrer, et al., 2004; Hyun, et al., 2003), es decir, que los embriones de ovocitos derivados de cerdas
adultas son superiores a los ovocitos derivados de cerdas jovenes en apoyar el desarrollo del blastocisto. Aunque
las cerdas jovenes empleadas en el estudio de los autores de la invencidon estaban al borde de la madurez, la
diferencia entre proporciones de blastocisto en Dia 7 después de la PA era significativa, demostrando la superior
capacidad de desarrollo de los ovocitos de cerdas adultas.

10.2

La factibilidad de la HMC porcina modificada se investigd en 6 réplicas idénticas, con IVF y en paralelo con la PA de
la ZF como controles. Los ovocitos de cerda adulta (de acuerdo con el Ejemplo 1), mas competentes, se usaron en
el Ejemplo 2. Siete dias después de la reconstruccion y/o de la activacion, se determiné el nimero de blastocistos
por embrién reconstruido y el nimero total de células de blastocistos seleccionados aleatoriamente.

Mas del 90 % de fragmentos de ovocito derivados de ovocitos morfolégicamente intactos pudieron ser recuperados
por HMC después de la triseccidon. De media, pudieron reconstruirse 37 embriones de 100 ovocitos maduros. La
capacidad de desarrollo de todas las fuentes de embriones porcinos se muestra en la Tabla 4. En Dia 7, el
desarrollo de los embriones reconstruidos en el estadio de blastocisto era de 17 +4 % con un nimero medio de
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células de 46 + 5, mientras las tasas de blastocisto para IVF, y la PA de la ZF eran de 30 6 % y 47 + 4 % (n=243,
170, 97) respectivamente.

Tabla 4

Desarrollo in vitro de embriones producidos por HMC, IVF y PA de la ZF

Origenes del N° de embriones/ovocitos en N° de Tasas de blastocisto Numero medio de células
embrién el cultivo blastocistos % (Media = S.E.M). de blastocistos

HMC 243 41 17 £4° 46+5¢

IVF 170 52 30£6° 74+6°

PAdelazF 97 46 47£4° 53+7°

ab,c

Los diferentes superindices indican diferencias significativas (p < 0,05).

¢ |os diferentes superindices indican diferencias significativas (p < 0,05).

Aunque todavia no se alcanzaba la eficiencia maxima tedrica, la integracion de la digestion parcial de zona y la
triseccion de ovocitos casi duplican el numero de los embriones reconstruidos comparados con el sistema anterior
de los autores de la invencion (Kragh, et al., 2004 Reprod. Fertil. Dev 16, 315-318). Este aumento en la eficiencia de
la reconstruccion puede tener especiales ventajas en la clonacion porcina ya que la recuperacion del ovocito
después de la aspiracion es mas exigente y ha necesitado mas tiempo que en el ganado. Un punto incluso mas
importante es el elevado nimero de embriones requerido para el establecimiento de los embarazos después de la
transferencia nuclear porcina. El IVC en cerdos es también considerado como un procedimiento exigente e ineficaz
(Reed, et al., 1992 Theriogeneology 37, 95-109). Una desventaja de los sistemas ZF es que los embriones tienen
que alcanzar al menos el estadio de mérula compacta o de blastocisto temprano in vitro para evitar la desintegracion
en el oviducto sin la capa protectora de la zona pellcida. Por otro lado, una vez en la etapa de blastocisto, los
embriones libres de la zona pueden ser transferidos con éxito como se demuestra mediante los becerros nacidos
después de la transferencia nuclear de la célula bien embrionaria o somatica (Peura et al., 1998; Tecirlioglu et al.,
2004; Oback et al., 2003; Vajta, et al., 2004) y también mediante lechones nacidos después de la IVP de ovocitos de
la zona libre (Wu, et al., 2004).

El medio NCSU37 ha sido el medio mas ampliamente utilizado y con mayor éxito para el cultivo de embriones de
cerdo. Sin embargo, a pesar del desarrollo mejorado del embrion comparado con otros medios, la viabilidad de
embriones porcinos en la IVP esta comprometida todavia después de IVC. Algunos informes sugieren que la glucosa
no es facilmente metabolizada por embriones porcinos tempranos antes del estadio de ocho células pero se us6 en
mayores cantidades en embriones entre los estadios de mérula compacta y de blastocistos (Flood, et al., 1988). La
sustitucion de glucosa con piruvato y lactato en NCSU37 durante los primeros 2 dias de cultivo dieron como
resultado una tasa de blastocisto de 25,3 % para embriones porcinos en la IVP en el estudio de Kikuchi (Kukuchi, et
al., 2002), que fue corroborado ademas por los presentes estudios de los autores de la invencién con una tasa de
blastocistos en la IVP de 30 % de promedio. Ademas, la primera evaluacion de este sistema secuencial del cultivo
en HMC porcina y en embriones de la PA de la ZF ha dado como resultado tasas de blastocistos de 17 % y 47 %
respectivamente. A veces, la tasa de blastocisto de la PA de la ZI podia incluso alcanzar niveles tan elevados como
90 % (Du, no publicado)

Analisis estadistico

Se realizé un analisis ANOVA utilizando SPSS 11.0. Una probabilidad de P<0,05 se consideré6 que era
estadisticamente significativa.

10.3

Vitrificacion de blastocistos porcinos clonados artesanales producidos a partir de ovocitos desgrasados madurados
in vitro.

Recientemente se publicé un procedimiento no invasivo para el desgrasado de embriones porcinos con
centrifugacion pero sin posterior micromanipulacion (Esaki et al. 2004 Biol Reprod. 71, 432-6).

La criopreservacion de embriones/blastocistos se llevd a cabo por vitrificacion utilizando Cryotop (Kitazato Supply
Co, Fujinomiya Japén) como se describié anteriormente (Kuwayama et al. 2005a; 2005b). En el momento de la

36



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2547015713

vitrificacion, se transfirieron embriones/blastocistos en solucion de equilibrio (ES) constituida por 7,5 % (vol/vol) de
etilenglicol (EG) y 7,5 % de dimetilsulféxido (DMSO) en TCM199 complementado con 20 % de sustituto sintético de
suero (SSS) a 39°C durante 5 a 15 min. Después de una contraccion inicial, los embriones recuperaron su volumen
original. Se transfirieron 4116 embriones/blastocistos a una gota de 20 ul de solucién de vitrificacion (VS) constituida
por 15 % (vol/vol) de EG y 15 % (DMSO) y sacarosa 0,5 M disuelta en TCM199 complementado con 20 % de SSS.
Después de incubar durante 20 s, los embriones se cargaron en Cryotop y se sumergieron en nitrégeno liquido. El
proceso de la exposicién en VS hasta la inmersién se completé en 1 min.

Los embriones/blastocistos fueron descongelados por inmersiéon en Cryotop directamente en solucién descongelante
(TS) constituida por sacarosa 1,0 M en TCM199 mas 20 % de SSS durante 1 min, después se transfirieron a la
solucion de dilucion (DS) constituida por sacarosa 0,5 M en TCM199 mas 20 % SSS durante 3 min. Para eliminar el
crioprotector, los embriones/blastocistos se mantuvieron dos veces en una solucién de lavado (WS; TCM199 mas 20
% de SSS), 5 min para cada vez. La superviviencia de los blastocistos vitrificados se determiné de acuerdo con
tasas de reexpansion después de 24 h de recuperacion en medio de cultivo complementado con 10 % de suero
bovino (CS).

El procedimiento de desgrasado no invasivo se aplicé a ovocitos porcinos madurados in vitro y se investigo el
desarrollo adicional de los ovocitos desgrasados después de la activacion partenogenética en 4 replicaciones
idénticas. Los ovocitos se separaron aleatoriamente en grupos de desgrasado y de control.

Para el desgrasado, los ovocitos fueron digeridos con 1mg/ml de pronasa en presencia de 50 % de suero bovino
(CS) durante 3 min, y se lavaron en medio TCM-199 tamponado con Hepes complementado con 20 % de CS lo cual
dio como resultado la digestion parcial de la zona pelicida (fig. 11a). Posteriormente, se centrifugaron 40-50
ovocitos (12.000 x g, 20 min) a temperatura ambiente en medio TCM-199 tamponado con Hepes complementado
con 2 % de CS, 3 mg/ml de PVA y 7,5 pyg/ml de citocalasina B (CB) (fig. 11b). Las zonas pelucidas de ambos
ovocitos centrifugados e intactos fueron eliminadas completamente con digestion adicional en 2mg/ml de solucién de
pronasa. Para la activacion, se aplicé una unica corriente continua de 85 kV/cm durante 80 us a ambos grupos,
seguido de 4 h de tratamiento con 5 pug/ml de CB y 10 pg/ml de cicloheximida (CHX). Todos los embriones se
cultivaron después en el medio NCSU37 modificado. Los blastocistos en Dia 7 se vitrificaron y calentaron utilizando
la técnica Cryotop (Kuwayama et al., RBM Online, en prensa) a 38,5°C. La superviviencia de blastocistos vitrificados
se determind de acuerdo con tasas de reexpansién después de 24 h de recuperacion en medio de cultivo
complementado con 10 % de CS. Los numeros de células de blastocistos reexpandidos de ambos grupos se
determinaron después de la tincion de Hoechst. Los resultados se compararon mediante analisis de ANOVA. La
digestion parcial de la zona y la centrifugacion dieron como resultado un desgrasado con éxito en 173/192 (90 %) de
los ovocitos. El desarrollo para blastocistos no era diferente entre ovocitos desgrasados e intactos (28 £ 7 % frente a
28 + 5 %, respectivamente; P>0,05). Sin embargo, las tasas de supervivencia de blastocistos derivados de ovocitos
desgrasados fueron significativamente superiores a los desarrollados a partir de ovocitos intactos (85 £ 6 % frente a
32 + 7 %, respectivamente; P<0,01). No existe diferencia en el nimero medio de células de blastocistos
reexpandidos derivados bien de los ovocitos desgrasados o bien de los intactos (36 + 7 frente a 38 + 9,
respectivamente; P>0,05). Los resultados demuestran que la sencilla técnica del desgrasado no dificulta la
capacidad de desarrollo in vitro de ovocitos porcinos activados, y mejora la criosupervivencia de los blastocistos
derivados sin pérdida significativa en el nimero de células.

Después del desgrasado, la zona pelucida de los ovocitos de ambos grupos era eliminada completamente. Los
mismos parametros descritos anteriormente para la activacion eléctrica se aplicaron a ambos grupos. Siete dias
después de la activacion, se determinaron las tasas de blastocistos y los niumeros de las células de los blastocistos.

Se investigo la factibilidad de aplicar una técnica de desgrasado no invasiva a ovocitos porcinos madurados in vitro.
El 90 % (173/192) de los ovocitos puede ser desgrasado con éxito. Como se muestra en la tabla 5, el desarrollo para
blastocistos no era diferente entre ovocitos desgrasados e intactos (28 + 7 % frente a 28 + 5 %, respectivamente;
P>0,05). Sin embargo, las tasas de supervivencia de blastocistos derivados de ovocitos desgrasados fueron
significativamente superiores a los desarrollados a partir de ovocitos intactos (85 + 6 % frente a 32 £ 7 %,
respectivamente; P<0,01). No existe diferencia en el niumero medio de células de blastocistos reexpandidos
derivados bien de los ovocitos desgrasados o bien de los intactos (36 + 7 frente a 38 + 9, respectivamente; P>0,05).

Tabla 5. Capacidad de desarrollo y criosupervivencia de embriones vitrificados-descongelados a partir de ovocitos
activados desgrasados e intactos.

Tratamiento Ovocito Tasa de Blastocisto reexpandido después Numero medio de células de
del ovocito activado  blastocisto (%) del calentamiento (%) blastocistos reexpandidos
Desgrasados 173 2817 85+6 367
Intactos 156 285 32+7 399
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Clonacion artesanal de ovocitos desgrasados

Los ovocitos desgrasados se usaron para HMC en 5 réplicas. Se utilizaron cuatro répilcas idénticas de ovocitos no
desgrasados para HMC como un sistema de control. Siete dias después de la reconstruccion, los blastocistos
producidos a partir de ambos grupos fueron vitrificados con Cryotop. Las tasas de supervivencia y los nimeros de
células de blastocistos re-expandidos se determinaron como se describe para los blastocistos producidos por PA.

Excepto donde se indique lo contrario, todas las manipulaciones se realizaron en una etapa en caliente ajustada a
39°C, y todas las gotas usadas para manipular los ovocitos eran de 20 yl de volumen cubiertas con aceite mineral.
Para la transferencia nuclear de la célula somatica, la clonacion artesanal (HMC) descrita por los autores de la
invencion en un trabajo previo (Du, et al., 2005) se aplicd con una sencilla modificacién: para la enucleacion de
ambos ovocitos desgrasados y de control, se aplico la biseccion en lugar de la triseccion.

En resumen, después de la eliminacion de la inversién ciumulo, los ovocitos de control se incubaron en 3,3 mg/ml de
pronasa disuelta en T33 durante 10 s. Antes de que los ovocitos empezaran a llegar a deformarse en la solucion de
pronasa, fueron recogidos y lavados rapidamente en gotas de T2 y T20. Los ovocitos desgrasados después de la
centrifugacion fueron digeridos en los 3,3 mg/ml de la solucion de pronasa durante unos adicionales 5 s.

Tanto los ovocitos de control como los desgrasados con zonas pellcidas parcialmente digeridas, distendidas y
ablandadas fueron alineados en gotas de T2 complementado con 2,5 yg/ml de citocalasina B. La biseccion se
realizd manualmente bajo control estereomicroscépico (Fig 11 c) con Cuchilla de Corte con Filo Ultra (AB
Technology, Pullman, WA, EE.UU.). Las mitades se recogieron y tifieron con 5 ug/ml de fluorocromo Hoechst 33342
en gotas de T2 durante 5 min, y después se colocaron en gotas de 1 yl del medio T2 en el fondo de una capsula
Petri Falcon de 60 mm cubierta con aceite (3-4 mitades por gota). Usando un microscopio invertido y luz UV, se
registraron las posiciones de las mitades sin tincion con cromatina (citoplastos). Los citoplastos se recogieron mas
tarde bajo un estereomicroscopio y se almacenaron en gotas de T10.

Las células de fibroblasto fetal porcino se prepararon con digestion en tripsina a partir de monolaminas como se
describié previamente (Kragh, et al., 2005). La fusién se realizé en dos etapas donde la segunda incluia también la
iniciacion de la activacion. Durante la primera etapa, el 50 % de los citoplastos disponibles fueron transferidos en 1
mg/ml de fitohemaglutinina (PHA; ICN Pharmaceuticals, Australia) disuelta en TO durante 3 s, después se goted
rapidamente sobre células fibroblastos individuales. Después de la union, los pares de células citoplasto-fibroblasto
fueron equilibrados en medio de fusién (0,3 M de manitol y 0,01 % de PVA) durante 10 s y se transfirieron a la
camara de fusion. Utilizando una corriente alterna (CA) de 0,6 kV/cm y 700 KHz, los pares fueron alineados al
alambre de una camara de fusién con las células somaticas mas alejadas del alambre (Fig. 11 d), después
fusionados con una corriente continua de 2,0 kV/cm durante 9 ys. Después del pulso eléctrico, los pares de células
fueron retirados con cuidado del alambre, transferidos a gotas de T10 e incubados para observar si la fusion habia
tenido lugar.

Aproximadamente 1 hora después de la primera fusion, cada par se fusioné con otro citoplasto en medio de
activacion. Se aplicaron corriente AC y un unico pulso de CC de 0,7 kV/cm durante 80 ys como se ha descrito
anteriormente. La fusién se detectd en gotas de T10, después de que los embriones reconstruidos fueran
transferidos en medio IVCO0-2 (véase Cultivo y evaluacion del embrién) complementado con 5 pug/ml de citocalasina
B y 10 pg/ml de cicloheximida. Después de una incubacion de 4 h a 38,5°C en 5 % de CO», 5 % de Oz y 90 % de N2
con maxima humedad, los embriones se lavaron tres veces en medio IVCO-2 antes del cultivo.

Tabla 6. Capacidad de desarrollo y criosupervivencia de embriones vitrificados-descongelados de embriones SCNT
porcinos derivados de ovocitos desgrasados e intactos.

Tasa de

Grupo N° de embriones blastocisto Blastocisto reexpandido Numero medio de células de
HMC reconstruidos (%)* después del calentamiento (%)* blastocistos reexpandidos*
Desgrasa ;49 21:6° 79+6° 4179
dos
Intactos 150 23+6° 32+8° 39+5¢

Los superindices diferentes indican diferencias significativas (p < 0,05).

*: media £ S.E.M.

La capacidad de desarrollo in vitro se observé en la HMC con ovocitos desgrasados cuando las tasas de blastocistos
en Dia 7 se compararon con el grupo de la HMC de control (21 £ 6 % frente a 23 + 6 %, respectivamente; P>0,05.
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Tabla 6). La tasa de criosupervivencia después de la vitrificacion de blastocistos derivados de ovocitos desgrasados
era significativamente superior a los desarrollados a partir de ovocitos intactos (79 + 6 % frente a 32 £ 7 %,
respectivamente; P<0,01).

10. 4
Enucleacion artesanal quimicamente asistida (CAHE) y comparacion con los procedimientos existentes

Después de 41-42 h de maduracion in vitro, los COC fueron cultivados adicionalmente durante 45 min en la misma
solucién complementada con 0,4 ug/ml de demecolcina. Células cimulo se retiraron después pipeteando en 1 mg/ml
de hialuronidasa disuelta en TCM-199 tamponado con Hepes. Desde este momento (excepto donde se indique de
otra manera), todas las manipulaciones se realizaron en una etapa en caliente ajustada a 39 °C. Todas las gotas
usadas para manejar ovocitos eran de 20 pl de volumen, y estaban cubiertas con aceite mineral.

Las etapas basicas del procedimiento de la HMC han sido descritas en otra parte en el presente documento. En
resumen, ovocitos sin células cimulos se incubaron en 3,3 mg/ml de pronasa disuelta en T33 (T para medio TCM
199 tamponado con Hepes; el nimero significa el porcentaje vol/vol de complemento de CS, aqui 33 %) durante 20
s. Cuando tiene lugar la lisis parcial de la zona pellcida y ligera deformacién de los ovocitos, fueron recogidos y
lavados rapidamente en gotas de T2 y T20. Nueve ovocitos fueron alineados en una gota T2 complementada con
2,5 pyg/ml de citocalasina B (CB). Utilizando una pipeta de trazo muy fino y pulida al fuego, los ovocitos se rotaron
para encontrar un ligero cono de extrusion y/o un cuerpo polar unido fuertemente en la superficie, y se realizo la
biseccién orientada manualmente bajo control estereomicroscopico con una microcuchilla (AB Technology, Pullman,
WA, EE.UU.). Menos de la mitad del citoplasma (cerca de la extrusion o del PB) se separo de la parte restante (Fig.
12). Después de la biseccion de los 9 ovocitos en la gota, las partes mas grandes y las partes mas pequefas (con la
extrusion o el PB unido) se recogieron y se colocaron en gotas separadas de T2, respectivamente.

Enucleacion artesanal orientada sin tratamiento con demecolcina (OHE)

Todas las etapas fueron similares al procedimiento previamente descrito, pero no se aplicé preincubacién con
demecolcina.

Biseccion artesanal aleatoria para la enucleacion (RHE)

También se omitié la preincubacion con demecolcina del pretratamiento de este grupo. Después de la retirada de
células cumulo, las zonas pellcidas fueron parcialmente digeridas mediante pronasa como se ha descrito
anteriormente. La biseccion idéntica artesanal aleatoria se aplico en gotas de T2 complementado con 2,5 ug /ml de
CB. Todos los demi-ovocitos fueron seleccionados y tefiidos con 10 ug/ml de Hoechst 33342 en gotas de T2 durante
10 min, después se colocaron en gotas de 1 pl de medio T2 cubiertas con aceite mineral (tres demi-ovocitos en cada
gota). Usando un microscopio invertido y luz UV, se registraron las posiciones de los demi-ovocitos sin cromatina, es
decir, citoplastos. Estos citoplastos fueron recogidos mas tarde bajo un estereomicroscopio y almacenados en gotas
de T2 antes de manipulaciones adicionales.

Fusioén e inicio de la activacion

Se prepararon células de fibroblasto fetal porcino como se ha descrito previamente (Kragh, et al., 2005, Du, et al.,
2005). La fusién se realizd en dos etapas, donde la segunda incluia también el inicio de la activacion. Para la
primera etapa, con una pipeta de vidrio de trazo muy fino y pulida al fuego, se colocaron aproximadamente 100
células somaticas en una gota de T2, y se colocaron 20-30 citoplastos en una gota de T10. Después de un corto
equilibrio, se transfirieron grupos de 3 citoplastos a 1 mg/ml de fitohemaglutinina (PHA) durante 2-3 segundos,
después cada una se goted rapidamente sobre una célula somatica individual. Después de la union, los pares de
citoplasto-célula somatica se recogieron de nuevo y se transfirieron a un medio de fusion (0,3 M de manitol
complementado con 0,01 % [peso/vol] de PVA). Utilizando una corriente alterna (CA) de 0,6 kV/cm y 700 KHz, los
pares equilibrados se alinearon al alambre de una camara de fusion (camara de fusion de 0,5 mm de microlamina
BTX, modelo 450; BTX, San Diego, CA) con las células somaticas mas alejadas del alambre, después fusionadas
con una corriente continua (CC) de 2,0 kV/cm durante 9 ps. Los pares se retiraron del alambre después con cuidado
hasta una gota de T10, y se incubaron adicionalmente para observar si la fusiéon habia tenido lugar.

Aproximadamente 1 h después de la fusion, los pares fusionados y los citoplastos restantes se equilibraron por
separado en el medio de activacion (0,3 M de manitol, 0,1 mM de MgSQO4, 0,1 mM de CaCl; y 0,01 % de PVA).
Utilizando una CA de 0,6 kV/cm, un par y un citoplasto se alinean al alambre de la camara de fusion, con los pares
fusionados en contacto con el alambre. Un Unico pulso de CC de 0,86 kV/cm durante 80 us se us6 para la segunda
fusién y el inicio de la activacion. La fusion se comprobd después de la incubacion en gotas de T10.

Clonacion tradicional (CT)

La micromanipulaciéon fue realizada con un microscopio invertido Diaphot 200 (Nikon, Tokio, Japén), como se
describié anteriormente (Chen et al., 1999; Zhang et al., 2005 En resumen, después de 42-44 h de maduracién in
vitro, las células cumulo fueron retiradas como se ha descrito anteriormente. Todas las manipulaciones se realizaron
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en una etapa en caliente ajustada a 39°C. Una gota individual de solucidon de micromanipulacion de 50 pl se puso en
el area central en una tapa de un plato de cultivo de 60 mm y se cubrié con aceite mineral. En la misma gota se
colocaron grupos de 20-30 ovocitos y células fibroblastos fetales. Después de incubacion durante 15-30 min, se fijé
un ovocito con una pipeta de sujecion (diametro interior = 25-35 ym y diametro exterior = 80-100 ym). Después de
estar situado en la posicion de las 5-6 en punto en el reloj, el primer cuerpo polar y el citoplasma adyacente (approx.
10 % del volumen total del ovocito) conteniendo presuntamente placa metafase fueron aspirados y retirados con una
pipeta de inyeccion biselada (diametro interno = 20 ym). Después se inyecté una célula fibroblasto fetal en el
espacio a través de la misma rendija. Después de transferencia nuclear (NT), los pareados reconstruidos fueron
transferidos en gotas de medios cubiertas con aceite mineral para la recuperacion durante 1 a 1,5 horas hasta que
se realizé la fusion y la activacion. El medio de recuperacion fue NCSU-23 complementado con 4 mg/ml de BSA y
7,5 pyg/ml de CB. Los pareados reconstruidos fueron incubados en medio de fusion durante 4 min. Los pareados
fueron alineados manualmente utilizando un capilar de vidrio finamente estirado y pulido para realizar el contacto
plano paralelo a los electrodos. Después, se aplicé un unico pulso de 2,0 kV/cm de corriente continua de 30 ps.
Después del cultivo en gotas de IVCO0-2 (especificado en "Cultivo y evaluacion del embrién") complementado con 7,5
pg/ml de CB durante 30-60 min, los resultados de la fusion se examinaron bajo un estereomicroscopio. Los
pareados fusionados se sometieron a un segundo pulso en la solucién de activacion. Después de 30 min de
incubacién en T10 fueron transferidos a IVCO-2 para evaluar el desarrollo in vitro.

Etapas adicionales de activacion

Después del pulso de la activacion, todos los embriones reconstruidos se incubaron en IVC0-2 complementado con
5 pg/ml de CB y 10 uyg/ml de cicloheximida a 38,5 °C en 5 % de CO2, 5 % de O, y 90 % de N, con maxima
humedad.

Cultivo y evaluacion del embrion

4 h mas tarde, todos los embriones reconstruidos y activados se lavaron y cultivaron en placas Nunc de cuatro
pocillos en 400 pl de IVCO0-2 cubiertos por aceite mineral a 38,5°C en 5 % de CO2, 5 % de O, y 90 % de Nz, con
maxima humedad. IVCO0-2 era un medio NCSU37 modificado (Kikuchi, et al., 1999), que contenia 4 mg/ml de BSA,
0,17 mM de piruvato sdédico, y 2,73 mM de lactato sédico desde Dia O (el dia de la activacion) hasta el Dia 2.
Piruvato sédico y lactato sddico se reemplazaron con 5,5 mM de glucosa desde el Dia 2 hasta el Dia 7 (IVC2-7).
Todos los embriones libres de las zonas se cultivaron en el sistema Pocillo del Pocillo (WOW) (Vajta, et al., 2000) en
el mismo medio de cultivo y mezcla de gases usada anteriormente, con un cuidadoso cambio del medio en Dia 2 sin
retirar los embriones de los WOW. Los embriones del TC se cultivaron en grupos de 15 a 30 en pocillos de placas de
cuatro pocillos utilizando la misma cantidad y composicion del medio. Las tasas de division y de blastocisto se
registraron en Dia 2 y Dia 7, respectivamente. Para determinar los nimeros de células totales, los blastocistos
fueron fijados y montados en una lamina de vidrio de microscopio en una pequefia cantidad (<2 pl) de glicerol que
contenia 10 pyg/ml de Hoechst 33342. Después de tincion durante varias horas a temperatura ambiente, los
embriones se observaron bajo un microscopio invertido Diaphot 200 con un accesorio epifluorescente vy filtro UV-2A
(Nikon, Tokio, Japdn).

Comparacion de la eficiencia de CAHE frente a OHE

La eficiencia y fiabilidad de CAHE se ensay6 en 12 réplicas idénticas utilizando un total de 620 ovocitos. Después de
41-42 h de maduracioén, los ovocitos se sometieron a incubacion con demecolcina. La biseccion orientada se realizo
en ovocitos en los que se detectd un cono de extrusion y/ un PB fuertemente unido después de digestion parcial con
pronasa. Se registraron los porcentajes de ovocitos biseccionados frente a totales y de ovocitos sobrevivientes frente
a biseccionados. Posteriormente, se recogieron de forma separada tanto los citoplastos putativos como los
carioplastos y se tifieron con Hoechst 33342 (10 ug/ml en T2 durante 10 min). La presencia o ausencia de cromatina
se detecto bajo un microscopio fluorescente invertido (Fig. 13).

La eficiencia y fiabilidad de la OHE se investigoé en 9 réplicas idénticas utilizando un total de 414 ovocitos. Después
de 42-43 h de maduracion in vitro, se realizé biseccion orientada se realizé en ovocitos maduros donde se detectd
un cono de extrusion y/o PB después de digestion parcial con pronasa. Los resultados se evaluaron como se
describié en el parrafo anterior.

Los resultados se muestran en la Tabla 7.

Tabla 7 La eficiencia de la enucleacion artesanal quimicamente asistida (CAHE) y enucleacion artesanal orientada
(OHE)

Grupos N° de ovocitos tratados Ovocitos Citoplasto/biseccion (%)* Citoplasto/ovocitos totales
biseccionados/totales (%)* (%)

CAHE 620 96 +1° 94+2° 90+3°
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Grupos N° de ovocitos tratados Ovocitos Citoplasto/biseccion (%)* Citoplasto/ovocitos totales
biseccionados/totales (%)* (%)~

OHE 414 92+2° 88+3° 81+4¢

*: media + D.A. (desviaciones absolutas)

Los superindices diferentes indican diferencia (p < 0,05)

No se detectaron diferencias entre los grupos considerando conos de extrusién y/o cuerpos polares unidos
permitiendo biseccion orientada o en las tasas de lisis, y la enucleacion con éxito por la relacion de ovocitos
biseccionados era también similar. Sin embargo, la eficiencia global del procedimiento medida mediante nimero de
citoplasto por ovocitos totales era mayor en el grupo de la CAHE que en el grupo de la OHE.

Comparacion del desarrollo in vitro de embriones producidos con CAHE, RHE y TC

En 8 réplicas, un total de 468 ovocitos madurados in vitro se distribuyeron aleatoriamente y se sometieron a tres de
los procedimientos de enucleacion descritos anteriormente. Se registraron las tasas de fusidon entre citoplasto y
fibroblastos donantes. Los embriones reconstruidos se activaron y cultivaron como se describié anteriormente. Las
tasas de division y de blastocisto se determinaron en Dia 2 y Dia 7, respectivamente. Las caracteristicas
estereomicroscopicas de los blastocistos desarrollados se compararon entre grupos.

Tabla 8: Capacidad de desarrollo de embriones derivados de enucleacion artesanal quimicamente asistida (CAHE),
enucleacion artesanal aleatoria (RHE) y clonacion tradicional (CT) basada en un micromanipulador.

Grupos N° de embriones Tasa de la Tasa de la Tasa de N° de células de
reconstruidos fusion (%)* division (%)* blastocisto (%)* blastocistos (Dia 7)

CAHE 150 87+7° 97+6° 28+9¢ 57+6°

RHE 86 81+4° 87+8° 21+9¢ 49+7°

TC 178 81+10° 69+9° 21+6° 53+6°

*: media + D.A. (desviaciones absolutas)

Los superindices diferentes indican diferencia (P < 0,05)

Las tasas de fusién después de enucleacion eran similares entre CAHE, RHE y TC, respectivamente. La segunda
fusion y activacion dieron como resultado pérdidas insignificantes (<1 %) en los primeros dos grupos. Aunque la TC
dio como resultado menores tasas de la divisién por embrion reconstruido que los otros dos grupos, esta diferencia
no estaba presente en las tasas de blastocisto por embrién reconstruido.

Las caracteristicas estereomicroscoépicas (tamafo; proporcion estimada y contornos de la masa celular interna) no
se diferenciaban entre los grupos. Los niumeros de células (57 + 6 frente a 49 + 7 frente a 53 * 6) de los blastocistos
producidos a partir de CAHE, RHE y TC se muestran en la Tabla 8, Fig. 14 y Fig. 15.

Analisis estadistico

El AVEDEV se realizé6 mediante software Excel de Microsoft XP y el ANOVA se realizé mediante el sistema SAS.
Una probabilidad de P<0,05 se considero que era estadisticamente significativa.

10.5
Produccién de lechones

Clonacion artesanal (HMC)

Cuarenta y una horas después del inicio de la maduracion in vitro, la inversién cimulo de los COC se retiré6 mediante
pipeteados repetidos en 1 mg/ml de hialuronidasa en TCM199 tamponado con Hepes. Desde este momento
(excepto donde se indique de otra manera), todas las manipulaciones se realizaron en una etapa en caliente
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ajustada a 39 °C, y todas las gotas usadas para manejar ovocitos eran de 20 yl de volumen cubiertas con aceite
mineral. Los ovocitos se incubaron brevemente en 3,3 mg/ml de pronasa disuelta en T33 (T para medio TCM 199
tamponado con Hepes; el nimero significa porcentaje (vol/vol) de complemento de suero bovino (CS), aqui 33 %)
durante 20 segundos y después se lavaron rapidamente en gotas de T2 y T20. Los ovocitos con zonas parcialmente
digeridas pero todavia visibles se alinearon en gotas de T2 complementado con 2,5 yg/ml de citocalasina B (CB).
Con una pipeta de vidrio de trazo muy fino y pulida al fuego, los ovocitos se rotaron para encontrar el cuerpo polar
(PB) en la superficie, y se realizé la biseccion orientada manualmente bajo control estereomicroscopico con una
microcuchilla (AB Technology, Pullman, WA, EE.UU.). Por ello, menos de la mitad del citoplasma del ovocito (cerca
de la extrusion o PB) se retird del citoplasto putativo restante. Los citoplastos se lavaron dos veces en gotas de T2 y
se recogieron en una gota de T10.

Las células fibroblasto fetal se prepararon como se ha descrito previamente (Kragh, P.M. et al. Theriogenology 64,
1536-1545 (2005).

La fusioén se realiz6 en dos etapas donde la segunda incluia también el inicio de la activacion. Para la primera etapa,
se usaron las mitades de los citoplastos putativos. Con una pipeta de vidrio de trazo muy fino y pulida al fuego, se
transfirieron 10 citoplastos como un grupo a 1 mg/ml de fitohemaglutinina (PHA; ICN Pharmaceuticals, Australia)
durante 3 segundos, después se gotearon rapidamente individualmente sobre una de las células fibroblastos que se
sedimentaron en una gota de T2. Después de la union, 10 pares de células citoplasto-fibroblasto se equilibraron en
medio de fusion (manitol 0,3 M y 0,01 % PVA) durante 10 segundos. Utilizando una corriente alterna (CA) de 0,6
kV/cm y 700 KHz, los pares de células se alinearon al alambre de una camara de fusion ( camara de fusion de 0,5
mm de microlamina BTX, modelo 450; BTX, San Diego, CA, EE.UU.) con las células somaticas mas alejadas del
alambre, después se fusionaron con una corriente continua (CC) de 2,0 kV/cm durante 9 ps. Después del pulso
eléctrico, los pares de células fueron retirados con cuidado del alambre, se transfirieron a gotas de T10 y se
incubaron para observar si habia tenido lugar la fusion.

Aproximadamente 1 h después de la primera fusion, los pares fusionados junto con los citoplastos restantes se
equilibraron por separado en las gotas del medio de activacion (0,3 M de manitol, 0,1 mM de MgSO,, 0,1 mM de
CaCl; y 0,01 % de PVA). Bajo una CA de 0,6 kV/cm, citoplasto-par fusionado se alinearon secuencialmente al
alambre en grupos de 10, con pares fusionados alejados del alambre. Un tnico pulso de CC de 0,7 kV/cm durante
80 ps se uso para la segunda fusion y el inicio de la activacion. Los pares se retiraron después del alambre y se
transfirieron con cuidado a las gotas de T10 para comprobar la fusién. Los embriones reconstruidos se incubaron en
medio PZM-3 complementado con 5 pg/ml de CB y 10 pg/ml de cicloheximida durante 4 h a 38,5 °C en 5 % de CO.,
5 % de Oz y 90 % de N2 con maxima humedad, después se lavaron a fondo antes del cultivo.

Clonacion tradicional (TC)

La micromanipulacién se realizé con un microscopio invertido Diaphot 200 (Nikon, Tokio, Japén). Las células cumulo
se retiraron como se ha descrito anteriormente después de 42 a 44 h de maduracién. Todas las manipulaciones se
realizaron en una etapa en caliente ajustada a 39 °C. Una unica gota de 50 pl de la solucién de micromanipulacion
(NCSU-23 complementado con 4 mg/ml de BSA y 7,5 ug/ml de CB) se puso en el area central en una tapadera de
una placa de cultivo de 60 mm y se cubrié con aceite mineral. En la misma gota se colocaron grupos de 20 a 30
ovocitos y células fibroblastos fetales. Después de incubacion durante 15 a 30 min, se fijé un ovocito con una pipeta
de sujecion (diametro interior = 25-35 ym y diametro exterior = 80-100 um). Después de estar situado en la posicion
de las 5-6 en punto en el reloj, el primer cuerpo polar y el citoplasma adyacente (aprox. 10 % del volumen total del
ovocito) conteniendo presuntamente placa metafase se aspiraron y retiraron con una pipeta de inyeccion biselada
(diametro interno = 20 um). Después, se inyectd una célula fibroblasto fetal en el espacio a través de la misma
ranura. Después de transferencia nuclear (NT), los pareados reconstruidos fueron transferidos en gotas de medios
cubiertas con aceite mineral para la recuperacion durante 1 a 1,5 horas hasta que se realiz6 la fusion y la activacion.
Los pareados reconstruidos fueron incubados en medio de fusién durante 4 min. Los pareados fueron alineados
manualmente utilizando un capilar de vidrio finamente estirado y pulido para realizar el contacto plano paralelo a los
electrodos. Después, se aplicé un unico pulso de 2,0 kV/cm de corriente continua de 30 us. Después del cultivo en
gotas de medio PZM-3 complementado con 7,5 pg/ml de CB durante 30-60 min, los resultados de la fusion se
examinaron bajo un estereomicroscopio. Los pareados fusionados se sometieron a un segundo pulso en la solucién
de activacion. Después de 30 min de incubaciéon en T10 fueron transferidos a medio PZM-3 para evaluar el
desarrollo in vitro.

Cultivo y transferencia del embrion

Los embriones reconstruidos se cultivaron en medio PZM-3 (Dobrinsky, J.T. et al. Biol Reprod 55, 1069-1074 (1996)
complementado con 4 mg/ml de BSA. Los embriones libres de la zona producidos a partir de la HMC se cultivaron
en el sistema de los WOW modificados (Feltrin, C. et al. Reprod Fertil Dev 18, 126 (2006). Dos lineas celulares
diferentes (LW1-2 para HMC, LW2 para TC) se usaron como células donante nuclear para HMC y TC para permitir
la identificacion de la cria de los dos procedimientos. LW1-2 y LW2 originan dos fetos a partir de un cruce (con
Duroc) y Landrace danés puro, respectivamente.

La tasa media de blastocisto por embrién reconstruido después del cultivo in vitro durante 7 Dias era de 50,1 + 2,8 %
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(media £ S.E.M), que es significativamente mayor (p<0,01) para HMC que la de TC realizada en paralelo en el
laboratorio de los autores de la invencion (Tabla 9) y también la mayor de la que se haya informado nunca en la
clonacién del cerdo.

Tabla 9

Desarrollo de embriones in vitro producidos a partir de clonacién artesanal y clonacion tradicional

Donante de fa s
Grupo N° de embriones reconstruidos Tasa deol/a division Tasa de blastocisto (%)
célula somatica (%)
HMC LW1-2 643 83,7+4,90°% 50,06 +2,80 @
TC Lw2 831 74,86 + 13,16 ° 28,98+284"°

2.5 | os valores de superindices diferentes dentro de las columnas son significativamente diferentes (p < 0,05).

*: media £ S.E.M.

Blastocistos mixtos producidos a partir tanto de HMC como TC se transfirieron quirtrgicamente a 11 cerdas adultas
sincronizadas de forma natural en Dia 4 o 5 del ciclo estral. Seis (55 %) receptoras fueron diagnosticadas de
embarazo mediante ultrasonografia, 2 abortados y en el momento de escribir esto 2 habian parido 3 y 10 lechones,
respectivamente. Un tamafio de camada de 10 lechones clonados es, de acuerdo con los autores de la invencion, el
mayor tamafio de camada logrado hasta ahora en la clonacién del cerdo. Todos estan sanos y se comportan
normalmente excepto uno que muestra una flexion rigida de la unién distal de una pata delantera. %).

De forma preliminar, los resultados sugieren que cuando se transfirieron embriones de etapas similares, las
receptoras en Dia 4 del ciclo estral soportaron el establecimiento del embarazo mejor que los del Dia 5 (Tabla 10).

Tabla 10. Desarrollo in vivo de embriones porcinos clonados

Embriones

. N° de lechones nacidos
transferidos

Etapas del Lechones a N° Lechones

Numero del Embrién Embrion i Ciclo del Estado del . : Duracion de la
receptor HMC TC er(nDbI,ral‘c)m receptor (Dia) embarazo p?_lﬂl\'/:g e a pa_lrrgr de gestacion (Dia)

1327 22 10 D5,6,7 4 Y 2 1 116

1539 36 10 D7 4 Y 8 2 115

1309 30 28 D5,6 4 Y

1553 45 44 D5,6 4 Y

1668 48 18 D5,6 5 Y, abortado

1428 78 22 D5,6 5 Y, abortado

1725 44 4 D5,6,7 5 N - - -

1643 22 11 D5,6,7 4 N - - -

1520 30 26 D5,6 4 N - - -
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Embriones

. N° de lechones nacidos
transferidos

o
Numero del Embrién Embridn Etapagldel Ciclo del Estado del Lechqnesa N Lechones Duracion de la
embrién . partir de a partir de A .
receptor HMC TC (Dia) receptor (Dia) embarazo HMC TC gestacion (Dia)
1363 37 7 D6,7 5 N - - -
1560 99 42 D5,6,7 5 N - - -

Analisis de microsatélites

El andlisis parental utilizando 10 marcadores de microsatélites porcinos diferentes confirmé el genotipo idéntico de
lechones clonados y células donantes usadas en la transferencia nuclear. La identificacion se hizo mediante analisis
de microsatélites de ADN gendmico de cada lechén recién nacido, la cerda adulta sustituta, y los fibroblastos LW1-2
y LW2 de la piel del donante que provienen de dos fetos que representan Landrace danesa y Duroc,
respectivamente. Diez loci de microsatélites polimérficos (SW886, SW58, SW2116, SW1989, SW152, SW378,
KS139, SO167, SW1987 y SW957) situados en cromosomas porcinos diferentes se amplificaron mediante PCR
multiplex de 3 colores y los productos se analizaron en el Genetic Analyzer 3130 X1 (Applied Biosystems) utilizando
el programa Gene Mapper 3.7.

Para la segunda receptora, la tasa de crias por embrion (22 %) era la mas elevada jamas informada hasta ahora en
la clonacion del cerdo (Walker, S.C. et al. Cloning Stem Cells 7, 105-112 (2005); Hoshino, Y. et al. Cloning Stem
Cells 7, 17-26 (2005)). Se obtuvieron eficiencias comparables de nacidos vivos/embriones transferidos en HMC (17
%)y TC (15 %).

Analisis estadistico

Las diferencias entre los grupos experimentales se evaluaron utilizando pruebas-t para muestras independientes
mediante SPSS 11.5. P<0,05 se considerd significativo.
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SEQ ID NO: 1: Secuencia del gen de la ApoE de Sus scrofa

SEQ ID NO: 2: Proteina ApoE de Sus scrofa

1 ctcgagaggg agtgagggtt aaaactctgt ggtgcaacgg aaacgaatcc aactgggaaa

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281

ccatgaggct
ctgccgtgag
ggctgtgget
ctccacaagc
caaagcctaa
tacaccgccc
aacccagaaa
ctatcatccc
ccctgccage
acctcttcca
ctccctecct
cgggggctgg
aattggccga
ggaggaggaa
ggtgtggggg
cgaggcagga
agcaggagga
aggaagaacce
aagttttgag
gacctcgacc
gattaaatta
gaaggtacca
actccagggt
aaggcttttg
acacggacaa
aagggggtgce
cgagcecccge
agaagatgag
ggcttgctca
tcttectgectg
ccttgcttet
gagttatgtt
gaggaagagg
agctgeggea
ctggcagcta
cagccctaaa
ctgtttctaa

tagcgtgcac

gtgggttgga
ctgtggtgta
gtggtgtagg
cacgggtgtg
actttgagca
ccacgcctct
tcccagacct
agcacaggac
ccaccccacc
tgggggctgyg
tccecccacce
cccagectggce
atctgggctc
gcaaccggtyg
ggtgggctgt
gttggggatg
ggttatccgce
agacgagcca
cacactaaga
gggctggcgyg
gggaatgagt
ggaagaacgt
ggaaggggtg
gccgcacccg
tggaaaggat
aaggcttgga
cgctgttgag
ggttctgtgg
gqttccctgca
gtctctcttc
gaacagctcg
gagagattcc
gttcaatccc
taagtcgcag
tcgcttccat
agacaaacaa
tgcgttagttyg

ggagcacaca

tcccecggect
ggtcgcagac
ccecgcagetg
gccectaaaaa
aaaagaacac
catccccttt
cagacccaag
aagaaaaaag
agtggcatgg
aattaggggg
tgctgtgtga
cccagttctyg
cctgaatcat
aggagcagac
cgggggagga
aggctagagc
cttggctgga
gagccgacga
gctccatcga
cagggtagct
ggaaaacagg
gagcttggag
gggggcgacg
acctggggat
ctgctcggga
aggctgtgac
tgacaatttc
gttgctttgg
ccctccccca
cccttgagga
ttttactcte
agctgtggct
ctggcttcge
atgcagctcg
cggacccctc
acaaaaacga
cctggcaggyg
atccatgctt

cgctcaatgg
gaagcttgga
taactgtaat

gcaaaaaaac

tctcaaagcc
ctgtctgggce
gatttcgaat
cagggecggyg
aaaaagctcc
ggggtgatgyg
aaggggaggc
gaggagtggg
actcagcccc
ctgggggcac
ggaaatgacc
ccagggactg
aggggaggtc
attgtactgg
ggagacccag
agagcgttgg
gtttagatgt
cccagaaagc
tgggtggaat
ggggagatag
aatatctgct
tggacagggc
tccectecctge
tggtaaccct
tccececggtge
gaggcctaga
tgagcctcag
cagcaggtta
tcagcgggtt
aatcgggtgt
gcctgggaac
aagaaagaga
cgtgagecatt
gtccagtaat

gttaaggatc
tcccacttgg
tcgaccccta
gaaagcaaaa
taaactttga
ctccagctce
ccccaggcect
ccttctggtc
ggaattactg
ttgccaaccc
cagcccactt
€ggggcggyy
ggaggaggaa
agagatgggc
tggccccecg
gacctagaag
agggaagcag
caggtatggc
gggtggcggce
tggaaggaca
gaagttggag
aaggctgggg
ttgaaccctg
gagaagacaa
tggattaggc
tgggctctgg
aggttggcca
cctcgcaggt
ccectccttca
tgtgaggcct
tttccccate
agaacccgac
aaggatccgg
tgctgtggect
ttccacgtat
aaagaaagga
agatacgtgt
tagacaggct
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cagcacggcg
ctgtggctgt
gcctgggaac
agaacactct
gcagatgcct
cttccceectt
tggcccaatt
ctgctcctcet
ggtgaaaaaa
cacccctccec
cgtgacccga
ggagccctat
ggaggaagga
tcggggcette
gggccaccac
gagggtgggce
cgggacctgt
gcatctactc
gaccaggggt
tgtaaatgag
cttggaatgt
ctcacatggg
ggaaaaaagqg
tgagggaatt
tgatgcagat
gtgagaggag
atcgcaagcc
atgggggtgg
tccctgggte
ctctggcact
tttaaaatgg
tagtatccat
cgttgccatg
gtggtgcagg
gccactggtg
aagggggcett
cagctgtgac
gggtgtcctt



2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261

ccacccceccte
cctgctctgt
ggctcggtge
ggtgggagga
gggattacct
ccaaggtcac
gcgcgegcege
tccgggttte
tttccttect
gtcttgettt
tcccttgetg
tctecccectce
ggaggtgaag
gcaggcgcge
ggacgtgcgce
caccgaggag
ccgcgacacc
cgccgagcgce
attgecgecgcc
ctggggccag
ggatgagatg
gttgcgecctg
ggaagacata
aagctectec
cttcggggcc
tgggcccectyg
tgatttctca
tgtcctgecec
gccgagccca
cacaacgaag
tttgctttcce
taggggtcaa

cctcgag

cctgceccacc
accaggtacc
aggatgccgg
gcccaagtgg
gcgetgggty
ccaggaactg
gcctgaccct
cttctgtccet
ccttttttgg
ctttccatcect
tctctgaatc
accgcccccg
gcctaccgcg
ctgtccaagg
aaccgcttgg
ctgcggagcc
gaggacctgc
agcgtgagcg
gccaccctga
aagctgcgcg
cgtgagcagce
caggccgagg
cggcgccagt
acctetgege
ccgttcctge
cttaataaag
gctccagcect
tctgcctgtg
tggcatgegg
gatccttaac
cttttttage
attggcgcta

ApoE de Sus scrofa

LOCUS

DEFINICION

ACCESO

VERSION

PALABRAS
CLAVE

FUENTE

ORGANISMO

SSuU70240

agtgctctag
gtgtgctyggyg
acagaggacyg
cagggcagcc
cagtccctgt
acgtaagtgc
cctggcgaac
tgtcgccaac
ggggaaaaaa
tgagctecectg
tctggcacgt
ccctctectge
aggagctgga
agctgcaggc
tgctctaccg
gcctggecttce
agaagcgcect
ccctccgega
gtaccagggce
gacggctgga
tggaggaggt
gattccacgc
gggccggget
ccagtgataa
ccaactcccc
attcatcaag
cagtttccct
tgtgtctatt
aagttccccc
tactaggcca
gttttagggc

cagctgccag

4267 pb

ES 2547015713

agaagcccac
agggggcaga
agecggggec
agccctggga
ctgaccaagt
ccacccgact
cgtgtgttct
tcttgggggt
ctttttcttt
ccttegectyg
cctggccatc
gcccagggag
ggcgcagcetg
ggcgcaggcce
cagcgaggtyg
ccacctgcgce
ggccgtgtac
gcgcetcggy
cggccageccyg
ggagatgggce
gcgcaccaaa
cctcctcaaa
ggtggagagyg
tcagtgagtg
cgcctcecccc
cttcacagca
ttcecttcect
tgtctcttet
ggccagggat
ccagggaact
tgcaccctca

cctacaccac

ADN

ccaccagggc
ggacctgatg
gccgecggag
gcaggccctg
gcaggaggag
cccgecgcge
ggaccctcag
ctgggtctct
tttctttcat
tctectgggte
gccagctcag
ctgatagagg
ggcecccgtga
cgcgtgggeg
cacaacatgt
aagctgcgca
caggcggggce
cccctggtgg
ctgcgcgagce
agccggaccce
gtggaggagce
ggctggttcyg
atgcagtcgg
ccctetcate
agccttagat
gcttctgggt
gcactgacca
ccccetttte
tgaacccatg
ccatcctttc
gcatgtggaa

agccccagca

lineal

tgggggagca
gctgtgaact
gtgcacgtgt
ggccgcttet
ctgctcagca
gcgcgegege
gctccacccqg
gtttcttttt
ttgacttcat
agtcttgecg
gagccctcct
agagcatgaa
cccaggagac
ccgacatgga
tgggccagac
agcggctgcet
tgcgcgagygg
agcagggccg
gcgcggaage
gcgaccgcect
agggcagcca
agcctctggt
gcgtgagcat
cgggcaccec
gccctcttgg
gtcccecggtyg
cccagttctc
tttttttttg
ccacagccge
taactctgtc
gtceccagge

acgcaggatt

MAM 10-AGO-1998

Gen apolipoproteina E (Apo-E) de Sus scrofa, CDS completa.

u70240

U70240.1 GI:2388608

Sus scrofa (cerdo)

Sus scrofa

Eukaryota;

Metazoa;

Chordata;

Craniata;

Laurasiatheria; Cetartiodactyla; Suina;Suidae; Sus.
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Vertebrata;

Euteleostomi;

mamiferoia;

Eutheria;
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REFERENCIA 1 (bases 1 a4267)

AUTORES Ramsoondar, J.J., Rucker, E.B., Vasquez, J.C., Gallagher, D.S., Grimm, D.R., Lunney, J.K., Schook,
L.B. y Piedrahita, J.A.

TITULO Isolation and genetic characterization of the porcine apoliprotein E gene.
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REFERENCIA 2 (bases 1 a 4267)
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TiTULO Presentacion Directa
PUBLICACION Presentado (10-SEP-1996) VAPH, Texas A&M University, College Station, TX 77843, EE.UU.
CARACTERISTICAS Lugar/Calificadores
fuente 1..4267
/organismo="Sus scrofa"
/tipo_de_molécula="ADN genémico"
/xref_de_bd="tax6n:9823"
gen 832..3879
/gen="Apo-E"
ARNm union(832..857, 1686..1728, 2473..2662, 3037..879)
/gen="Apo-E"
exon 832..857
/gen="Apo-E"
/nimero=1
intron 858..1662
/gen="Apo-E"
/nimero=1
exon 1663..1728

/gen="Apo-E"
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ES 2547015713

/nimero=2
CDS union (1686..1728, 2473..2662, 3037..3757)

/gen="Apo-E"
/nota="lipoproteina en plasma"
/inicio_de_codén=1
/producto="apolipoproteina-E"
/id_de_proteina= "AAC29512.1"
Ixref_de_bd="Gl:2388609"

/translation="MRVLWVALVVTLLAGCRTEDEPGPPPEVHVWWEEPKWQGSQPWE

QALGRFWDYLRWVQSLSDQVQEELLSTKVTQELTELIEESMKEVKAYREELEAQLGPV

TQETQARLSKELQAAQARVGADMEDVRNRLVLYRSEVENMLGQTTEELRSRLASHLRK
LRKRLLRDTEDLQKRLAVYQAGLREGAERSVSALRERLGPLVEQGRLRAATLSTRAGQ

PLRERAEAWGQKLRGRLEEMGSRTRDRLDEMREQLEEVRTKVEEQGSQLRLQAEGFHA
LLKGWFEPLVEDIRRQWAGLVERMQSGVSISSSTSAPSDNQ"

intrén 1729..2472
/gen="Apo-E"
/nimero=2
exon 2473..2662
/gen="Apo-E"
/nimero=3
intrén 2663..3036
/gen="Apo-E"
/nimero=3
exon 3037..3879
/gen="Apo-E"

/nimero=4
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ORIGEN

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381

ctcgagaggg
ccatgaggct
ctgccgtgag
ggctgtgget
ctccacaagce
caaagcctaa
tacaccgccce
aacccagaaa
ctatcatcce
ccectgecage
acctcttcca
ctcccteccect
cgggggctgy
aattggccga
ggaggaggaa
ggtgtggggyg
cgaggcagga
agcaggagga
aggaagaacc
aagttttgag
gacctcgace
gattaaatta
gaaggtacca

actccagggt

agtgagggtt
gtgggttgga
ctgtggtgta
gtggtgtagg
cacgggtgtyg
actttgagca
ccacgcctct
tcccagacct
agcacaggac
ccaccccacce
tgggggctgyg
tcccccaccce
cccagctggce
atctgggctc
gcaaccggtyg
ggtgggetgt
gttggggatg
ggttatccge
agacgagcca
cacactaaga
gggctggegg
gggaatgagt
ggaagaacgt
ggaaggggtyg

ES 2547015713

aaaactctgt
tccceggect
ggtcgcagac
cccgecagetg
gccctaaaaa
aaaagaacac
catccccttt
cagacccaag
aagaaaaaag
agtggcatgg
aattaggggyg
tgctgtgtga
cccagttctg
cctgaatcat
aggagcagac
cgggggagga
aggctagagc
cttggctgga
gagccgacga
gctccatcga
cagggtagcect
ggaaaacagg
gagcttggag
gggggcgacyg

ggtgcaacgg
cgctcaatgg
gaagcttgga
taactgtaat
gcaaaaaaac
tctcaaagcce
ctgtctgggc
gatttcgaat
cagggccggg
aaaaagctcce
ggggtgatgg
aaggggaggc
gagqaétggq
actcagcccc
ctgggggcac
ggaaatgacc
ccagggactg
aggggaggtc
attgtactgg
ggagacccag
agagcgttgg
ggttagatgt
cccagaaagc

tgggtggaat

aaacgaatcc
gttaaggatc
tecccacttgg
tcgaccccta
gaaagcaaaa
taaactttga
ctccagctcc
ccccaggect
ccttctggtce
ggaattactg
ttgccaaccc
cagcccactt

c€ggggcgggg

ggaggaggaa

agagatgggce
tggcceccceg
gacctagaag
agggaagcag
caggtatggc
gggtggcggce
tggaaggaca
gaagttggag
aaggctgggg
ttgaaccctg
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aactgggaaa
cagcacggcg
ctgtggctgt
gcctgggaac
agaacactct
gcagatgcct
cttccececctt
tggcccaatt
ctgctcctct
ggtgaaaaaa
cacccctcee
cgtgacccga
ggagccctat
ggaggaagga
tcggggctte
gggccaccac
gagggtgggce
cgggacctgt
gcatctactc
gaccaggggt
tgtaaatgag
cttggaatgt
ctcacatggg

ggaaaaaagg



1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761

aaggcttttyg
acacggacaa
aagggggtgc
cgagceccege
agaagatgag
ggcttgctca
tcttctgctg
ccttgcttct
gagttatgtt
gaggaagagg
agctgcggcea
ctggcagcta
cagccctaaa
ctgtttctaa
tagcgtgeac
ccacccecte
cctgectctgt
ggctcggtge
ggtgggagga
gggattacct
ccaaggtcac
gcgegegege
tccgggtttc

gccgcacccy
tggaaaggat
aaggcttgga
cgctgttgag
ggttctgtgg
ggttccctge
gtctctctte
gaacagctcg
gagagattcc
gttcaatccc
taagtcgcag
tcgcttccat
agacaaacaa
tgcgttgttg
ggagcacaca
cctgcccace
accaggtacc
aggatgccgg
gcccaagtgg
gcgectgggtyg
ccaggaactg
gcctgaccct

cttctgtcct

ES 2547015713

acctggggat
ctgctcggga
aggctgtgac
tgacaatttc
gttgctttgg
ccctccececa
cccttgagga
ttttactctc
agctgtggct
ctggcttcge
atgcagctcg
cggacccctc
acaaaaacga
cctggcaggyg
atccatgett
agtgctctag
gtgtgctggg
acagaggacg
cagggcagcc
cagtccctgt
acgtaagtgc
cctggcgaac

tgtcgccaac

ggggagatag
aatatctgct
tggacagggce
tcecctectge
tggtaaccct
tccceggtge
gaggcctaga
tgagcctcag
cagcaggtta
tcagcgggtt
aatcgggtgt
gcctgggaac
aagaaagaga
cgtgagcatt
gtccagtaat
agaagcccac
agggggcaga
ageccggggec
agccctggga
ctgaccaagt
ccacccgact
cgtgtgttct
tcttgggggt

gagaagacaa
tggattaggc
tgggctctgyg
aggttggcca
cctcgcaggt
ccctccttca
tgtgaggcct
tttccccatce
agaacccgac
aaggatccgg
tgctgtgget
ttccacgtat
aaagaaagga
agatacgtgt
tagacaggct
ccaccagggc
ggacctgatg
gccgccggag
gcaggccctg
gcaggaggag
cccgcecgcge
ggaccctcag

ctgggtctct

tgagggaatt
tgatgcagat
gtgagaggag
atcgcaagcc
atgggggtgyg
tccctgggtce
ctctggcact
tttaaaatgg
tagtatccat
cgttgccatg
gtggtgcagg
gccactggtg
aagggggett
cagctgtgac
gggtgtcectt
tgggggagca
gctgtgaact
gtgcacgtgt
ggccgecttet
ctgctcagca
gcgcgcgege
gctccacceg

gtttcttttt

2821 tttccttect ccttttttgg ggggaaaaaa ctttttcttt tttctttcat ttgacttcat

2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141

4201
4261

ApoE

gtcttgecttt
tccecttgetg
tctcccectce
ggaggtgaag
gcaggcgcgc
ggacgtgcege
caccgaggag
ccgcgacace
cgccgagege
attgcgcgcec
ctggggccag
ggatgagatg
gttgcgecctg
ggaagacata
aagctcctcc
cttcggggece
tgggcccctyg
tgatttctca
tgtcctgcece

gccgagccca

cctcgag

ctttccatct
tctctgaate
accgccecccg
gcctaccgeg
ctgtccaagg
aaccgcttgg
ctgcggagcc
gaggacctgc
agcgtgageg
gccaccctga
aagctgcgeg
cétgagcagc
caggccgagg
cggcgccagt
acctctgege
ccgttcctgc
cttaataaag
gctccagect
tctgecctgtyg
tggcatgcgg

tgagctcetg ccttegeetg tcectetgggte agtcttgeceyg

tctggcacgt
ccctctctge
aggagctgga
agctgcaggce
tgctctaccg
gcctggecttc
agaagcgcct
ccctccgega
gtaccagggc
gacggctgga
tggaggaggt
gattccacgc
gggccggget
ccagtgataa
ccaactcccc
attcatcaag
cagtttccct
tgtgtctatt

aagttccccc

cctggeccate
gcccagggag
ggcgcagctg
ggcgcaggcc
cagcgaggtyg
ccacctgcgce
ggccgtgtac
gcgectcgygg
cggccagccg
ggagatgggc
gcgcaccaaa
cctcctcaaa
ggtggagagg
tcagtgagtyg
cgcctccecce
cttcacagca
ttcctteccet
tgtctcttct

ggccagggat

Gen apolipoproteina E (Apo-E) de Sus scrofa, CDS completo.
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gccagctcag
ctgatagagg
ggccccgtga
cgcgtgggcg
cacaacatgt
aagctgcgca
caggcggggc
ccectggtgg
ctgcgcgagc
agccggaccc
gtggaggagc
ggctggttcg
atgcagtcgg
ccctetcatce
agccttagat
gcttectgggt
gcactgacca
ccccctttte

tgaacccatg

gagccctccet
agagcatgaa
cccaggagac
ccgacatgga
tgggccagac
agcggctgct
tgcgcgaggyg
agcagggccg
gcgecggaage
gcgaccgccet
agggcagcca
agcctctggt
gcgtgagcat
cgggcacccc
gccctecttgg
gtccececggtyg
cccagttctc
tttttttttg

ccacagccgc

cacaacgaag gatccttaac tactaggcca ccagggaact ccatcctttc taactctgtc
tttgctttce cttttttage gttttaggge tgcaccctca gcatgtggaa gtccccagge

taggggtcaa attggcgcta cagctgccag cctacaccac agccccagca acgcaggatt
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VERSION
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CLAVE
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REFERENCIA
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TITULO
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REFERENCIA
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ES 2547015713

u70240

U70240.1 G1:2388608

Sus scrofa (cerdo)
Sus scrofa

Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi; mamiferoia; Eutheria;
Laurasiatheria; Cetartiodactyla; Suina;Suidae; Sus.

1 (bases 1 a 4267)

Ramsoondar, J.J., Rucker, E.B., Vasquez, J.C., Gallagher, D.S., Grimm, D.R., Lunney, J.K., Schook,
L.B. y Piedrahita, J.A.

Isolation and genetic characterization of the porcine apoliprotein E gene

Anim. Genet. 29 (1), 43-47 (1998)

9682450

2 (bases 1 a 4267)

Ramsoondar, J.J. y Piedrahita, J.A.

Presentacion Directa

Presentado (10-SEP-1996) VAPH, Texas A&M University, College Station, TX 77843, EE.UU.
Lugar/Calificadores

fuente 1..4267
/organismo="Sus scrofa"
/tipo_de_molécula="ADN genémico"
/xref_de_bd="tax6n:9823"

gen 832..3879
/gen="Apo-E"

ARNm union (832..857, 1686..1728, 2473..2662, 3037..879)
/gen="Apo-E"

exon 832..857
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/gen="Apo-E"
/nimero=1

intron 858..1662
/gen="Apo-E"
/nimero=1

exon 1663..1728
/gen="Apo-E"
/nimero=2

CDS union (1686..1728, 2473..2662, 3037..3757)
/gen="Apo-E"
/nota="lipoproteina en plasma"
/inicio_de_codon=1
/producto="apolipoproteina-E"
/id_de_proteina= "AAC29512.1"

Ixref_de_bd="Gl:2388609"

/translation="MRVLWVALVVTLLAGCRTEDEPGPPPEVHVWWEEPKWQGSQPWE
QALGRFWDYLRWVQSLSDQVQEELLSTKVIQELTELIEESMKEVKAYREELEAQLGPV
TQETQARLSKELQAAQARVGADMEDVRNRLVLYRSEVHNMLGQTTEELRSRLASHLRK
LRKRLLRDTEDLOKRLAVYQAGLREGAERSVSALRERLGPLVEQGRLRAATLSTRAGQ

PLRERAEAWGQKLRGRLEEMGSRTRDRLDEMREQLEEVRTKVEEQGSQLRLQAEGFHA
LLKGWFEPLVEDIRRQWAGLVERMQSGVSISSSTSAPSDNQ"

intrén 1729..2472
/gen="Apo-E"
/nimero=2

exon 2473..2662
/gen="Apo-E"
/nimero=3

intrén 2663..3036
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LOCUS

DEFINICION

ACCESO

VERSION

PALABRAS
CLAVE

FUENTE

ORGANISMO

REFERENCIA

AUTORES

TITULO

PUBLICACION

PUB. MED.

REFERENCIA

AUTORES

TITULO

PUBLICACION

CARACTERISTICAS

exoén

ES 2547015713

/gen="Apo-E"
/nimero=3
3037..3879
/gen="Apo-E"

/nimero=4

AF261279 5491 pb ADN lineal PRI 27-OCT-2000
Gen apolipoproteina-E de homo sapiens, CDS completo.
AF261279

AF261279.1 GI:11034800

Homo sapiens (humano)
Homo sapiens

Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi;
Euarchontoglires; Primates; Haplorrhini; Catarrhini; Hominidae; Homo.

mamiferoia; Eutheria;

1 (bases 1 a 5491)

Nickerson, D.A., Taylor, S.L., Fullerton, S.M., Weiss, K.M., Clark, A.G., Stengard, J.H., Salomaa, V.,
Boerwinkle, E. y Sing, C.F.

Sequence diversity and large-scale typing of SNPs in the human apoliprotein E gene
Genome Res. 10 (10), 1532-1545 (2000)

11042151

2 (bases 1 a 5491)

Nickerson, D.A.

Presentacion Directa

Presentado (27-ABR-2000) en el Department of Molecular Biotechnology, University of Washington,
Box 357730, Seattle, WA 98195, EE.UU.

Lugar/Calificadores
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fuente 1..5491
/organismo="Homo sapiens"
/tipo_de_molécula="ADN genoémico"
/xref_de_bd="tax6n:9606"
/cromosoma="19"
/mapa="19q13.2"

region de <3.>108
repeticion

/nota="putativo"

/familia_de_rpt="MIR"

/tipo_de_rpt= dispersado
variacién 73

/frecuencia="0,01"

/reemplazar="t"

region_de_repetici <207.>295

on
/nota="putativo"
/familia_de_rpt="MIR"
/tipo_de_rpt= dispersado
variacién 308
/frecuencia="0,01"
/reemplazar="t"
satélite <320.>339

/nota="putativo"
/tipo_de_rpt= tandem

region_de_repetici  <340.>637
on

/nota="putativo"
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/familia_de_rpt="Alu"
/tipo_de_rpt= dispersado
variacién 471
/frecuencia="0,01"
/reemplazar="g"
variacién 545
/frecuencia="0,01"
/reemplazar="t"
variacién 560
/frecuencia="0,22"
/reemplazar="t"
variacién 624
/frecuencia="0.07"
/reemplazar="c"
satélite <638.>718
/nota="putativo"
/tipo_de_rpt= tandem
variacién 832
/frecuencia="0,45"
/reemplazar="t"
ARNm union (1060..1094, 1855..1920, 3013..3205, 3786..4645)
/producto="apolipoproteina-E"
variacién 1163
/frecuencia="0,35"

/reemplazar="c

variacion 1522
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/frecuencia="0,01"
/reemplazar="a"

variacién 1575
/frecuencia="0,01"
/reemplazar="t"

CDS union (1878..1920, 3013..3205, 3786..4503)
/nota="APOE"
/inicio_de_codén=1
/producto="apolipoproteina-E"
/id_de_proteina= "AAG27089.1"
I/xref_de_bd="Gl:11034801"

/translation="MKVLWAALLVTFLAGCQAKVEQAVETEPEPELRQQTEWQSGQRW
ELALGRFWDYLRWVQTLSEQVQEELLSSQVTQELRALMDETMKELKAYKSELEEQLTP
VAEETRARLSKELQAAQARLGADMEDVCGRLVQYRGEVQAMLGQSTEELRVRLASHLR
KLRKRLLRDADDLQKRLAVYQAGAREGAERGLSAIRERLGPLVEQGRVRAATVGSLAG

QPLQERAQAWGERLRARMEEMGSRTRDRLDEVKEQVAEVRAKLEEQAQQIRLOAEAFQ
. ARLKSWFEPLVEDMQRQWAGLVEKVQAAVGTSAAPVPSDNH"

variacion 1998
/frecuencia="0,10"

/reemplazar="a

region_de_repetici  <2124.>2435

on
/nota="putativo"
/familia_de_rpt="Alu"
/tipo_de_rpt=dispersado
variacién 2440

/frecuencia="0,21"

/reemplazar="a

region_de_repetici  <2569.>2848
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on

variacion

variacion

region_de_repetici
on

variacion

variacion

variacion

variacion
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/nota="putativo"
/familia_de_rpt="Alu"
/tipo_de_rpt= dispersado
2907

/frecuencia="0,01"
/reemplazar="g"
3106
/frecuencia="0,01"

/reemplazar="c

<3472.>3588

/nota="putativo"
/familia_de_rpt="Alu"
/tipo_de_rpt= dispersado
3673

/frecuencia="0,01"
/reemplazar="g"
370173702
/frecuencia="0,01"
/reemplazar="ct"
3937
/frecuencia="0,14"
/reemplazar="c"
4036

/frecuencia="0,01"

/reemplazar="t"
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region_de_repetici
on

region_de_repetici
on

variacion

variacion

variacion

variacion

variacion
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4075
/frecuencia="0,07"
/reemplazar="t"

<4755.>5056

/nota="putativo"
/familia_de_rpt="Alu"
/tipo_de_rpt= dispersado

<5065.>5476

/nota="putativo"
/familia_de_rpt="Alu"
/tipo_de_rpt= dispersado
522975230
/frecuencia="0,03"
/reemplazar="gg"

5229

/frecuencia="0,07"
/reemplazar="t"
522975230
/frecuencia="0,40"
/reemplazar="g"
5230
/frecuencia="0,13"
/reemplazar=""
5361
/frecuencia="0,06"

/reemplazar="c
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ORIGEN

ES 2 547

015713

1 cttgatgctc agagaggaca agtcatttgc ccaaggtcac acagctggca actggcagag

61 ccaggattca cgccctggceca

121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
le621
1681
1741

ttcaagcccce
tcacatgtgyg
taaaacccag
ccecctcececat
agacagtctc
tcegectece
gcgcccgeca
ttggccaggc
gtgctgggat
ccccctagec
attacattca
cctccacatt
gcgaggtgtce
ctccttectce
tgggggctgyg
aattggacaa
ttccccagga
gaaagagctg
gtcgggettg
agggctggge
ctgggatgta
tgggtgtccc
gctagccgtce
gcgcttaact
gactgagatg
ggaagatgga
gggagttaaa
gcagataatg

tggaaaccac
ggagggggct
gtcccatttg
cccacttctyg
cctcttgctg
gggttcaagce
ccacgectgg
tggtctcaaa
tacaggcgtyg
ctactttctt
tccaggcaca
ccccttcecac
ctcccttect
cctectgcecccet
cccagcccge
gtctgggatc
gccggtgaga
ggaccctggy
gggagaggag
agcagagacg
agccatagca
cagtgtcctc
gattggagaa
gtgaggttgg
gaaccggcgyg
attttctatg
tagggaatgg
caacaaggct

atttgactcc
aatacctgtg
cccctgtget
caaagcctcg
tccagccgece
aggctggagt
gattctcctg
ctaacttttg
ctcctgacct
agctaccgcce
tctgggatcc
ggaaaggaca
gcttggeccce
ggggactgtg
gctgtgecctg
cctatcectg
cttgagtcct
agcgcagtcg
aagccectgge
gagcgggggt
acccgacccyg
ggactccacg
agatctccat
ctttaaaatg
agcttagaat
tggggagggy
gaggccgacc
gttgggggcg
tggaaggcta

agaatcctaa
gcagccaggg
caaggtcaca
acttttagca
tagccccact
gcagtggcga
cctcagcctce
tatttttagt
taagtgattc
cccagcccct
aggagtccag
gggtcaggaa
cagaatggag
gggggtggtc
gggcaggggg
ggggaggggyg
actcagccce
ggggcacggg
ctccaggtag
gaggcaagca
ctagaaggtg
agttgtcact
aactggggag
aggactgaat
gtgaagggag
gtggggggat
tggggatggg
gcttggtaaa
acctggggtyg

ccttaaccca
ggaggtgctg
accaaagagg
ggtgcatcat
ttcttttttt
gatctcggct
ccaagtagct
agagatgggyg
gcccactgtg
cccatceccac
atccccagcece
aggaggactc
gagggtgtct
aaaagaéctc
agaacagccc
cgggacaggg
agcggaggtg
gatgagctca
tctcaggaga
gcaggggact
gggtggggag
atcatttatc
ccaggggcag
tagctcataa
aatgaggaat
ggaatttgaa
gagataagag
tgtgctggga
aggccgggtt
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gaagcacggc
gaatctcatt
aagctgtgat
actgttccca
tctttttttg
cactgtaacc
aggattacag
tttcaccatg
gcctcccaaa
ttctgtccag
ccctctecag
tgggcggecag
ggattactgg
tatgccccac
acctcgtgac
ggagccctat
aaggacgtcc
ggggcctcta
gctactcggy
ggacctggga
agcagctgga
gagcacctac
cgacacggta
atggaacacyg
gcgagactgg
cccecgggaga
aagaccagga
ttaggétgtt
ggggccgggc



1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381

tgggggtggg
caatcacagg
gtatgggggc
ctcctggece
tggctctgaa
agttagaagt
tctecgetcectg
cctceccaggt
atgccaccac
ggccaggctg
gctgggatta
gcaggcagat
acacagccct
ggctcaccec
ggagttcaac
ttagccaggc
gatcgcttga
gcctgggtga
cgactccccc
tgtgccccta
tgttccacac
agctgcgcca
tttgggatta
gctcccaggt
tgggcggcta
ggcctgggtc
tctggaattc
ctcgtcctgg
gtctcactgt
ggcctcccaa
cttcgtctct
cggcctectge
cgccccatcce
cgcagggcgc
gaacaactga
gcgcaggccce
ggcgaggtge
cacctgcgca
gcagtgtacc
cgcctgggge
ggccagccge
gagatgggca
cgcgccaagce

cgcctcaaga

aggagtcctc
caggaagatg
ggggcttgcet
cattcaggca
cagcgatttyg
tgttttgttg
tcgcccaggce
ccacgccatt
acccgactaa
gtctggaact
caggcgtgag
agtgaatacc
gcctggggea
tgtaatccca
accagcctgg
atggtgccac
gcccagaagg
cagagcaaga
ctcaccctgce
ggtactagat
aggatgccag
gcagaccgag
cctgcgectgg
cacccaggaa
tacctcccca
tctgctggtt
tctctctcag
ctctgtctct
gttgcccagg
agtgctggga
gcctectgecc
cccgttcectt
cagcccttct
tgatggacga
ccccggtggce
ggctgggege
aggccatgct
agctgcgtaa
aggccgggge
ccctggtgga
tacaggagcg
gccggacceg
tggaggagca
gctggttcga

actggcggtt
aaggttctgt
cggttcccce
gaccctgggc
acgctctctg
ttgttgtttg
tggagtgcag
ctectgecte
cttttttgta
cctgacctca
ccaccgcacc
agacacgggyg
cacaaggaca
gcactttggg
gcaacatagt
acacctgtgc
tcaaggttgc
ccctgtttat
ccaccatggc
gcctggacgyg
gccaaggtgg
tggcagagcg
gtgcagacac
ctgaggtgag
ggtccaggtt
ctagcttcct
ctttgtctct
gtccttecect
ctggtcttga
ttagaggcat
tctgcatctg
ctctccctct
cccecgectee
gaccatgaag
ggaggagacyg
dgacatggag
cggccagagc
gcggctectce
ccgcgaggge
acagggccgc
ggcccaggcc
cgaccgcctg
ggcccagcag

gcccctggtg

ES 2547015713

gattgacagt
gggctgegtt
cgctcctece
ccectcecttet
ggcctcggtt
ttgttgttgt
tggcgggatc
agcctcccaa
ttttcagtag
ggtgatctgc
tggctgggag
cagctgtgat
ctcaatacat
aggccaaggt
gagaccctgt
tctcagctac
agtgaaccat
aaatacataa
tccaaagaag
ggtcagaagg
agcaagcggt
gccagcgetyg
tgtctgagca
tgtccccatce
tcattctgcce
cttcccattt
ctctettecece
agctctttta
acttctgggce
gagccacctt
ctctctgcat
tgggtctctc
cactgtgcga
gagttgaagg
cgggcacggc
gacgtgtgcg
accgaggagce
cgcgatgeeyg
gccgagegeg
gtgcgggccg
tggggcgage
gacgaggtga
atacgcctge

gaagacatgc

ttctccttece
gctggtcaca
cctctcatcc
gaggcttctg
tccceccatcc
tttgtttttt
tcggctcact
gtagctggga
agacggggtt
ccgtttcgat
ttagaggttt
ctttattctc
gcttttccge
gggaggatca
ctctactaaa
tcaggaggct
gttcaggccg
tgctttccaa
catttgtgga
accctgaccc
ggagacagag
ggaactggca
ggtgcaggag
ctggccecttyg
cctgtcgeta
ctgactcctg
ttctgactca
tatagagaca
tcaagcgatc
gcccggcectce
ctgtctctgt
tggctcatcc
caccctceeg
cctacaaatc

tgtccaagga

gcecgectggt

tgcgggtgeg
atgacctgca
gcctcagege
ccactgtggg
ggctgcgege
aggagcaggt
aggccgaggc
agcgccagtg
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ccagactggce
ttcctggcag
tcacctcaac
tgctgettce
ttgagatagg
tgagatgaag
gcaagctccg
ctacaggcac
tcaccatgtt
ctcccaaagt
ctaatgcatt
catcaccccc
tgggcgeggt
cttgagccca
aatacaaaaa
gaggcaggag
ctgcactcca
gtgattaaac
gcaccttctg
accttgaact
ccggagcceg
ctgggtcgect
gagctgctca
accctcectgy
agtcttgggg
gctttagctce
gtctctcaca
gagagatggg
ctcccgecte
ctagctcctt
ctcecttctcet
ccatctcgcc
ccctctcgge
ggaactggag
gctgcaggeg
gcagtaccgce
cctcgecctcecce
gaagcgectyg
catccgcgag
ctccctggcece
gcggatggag
ggcggaggtg
cttccaggcc

ggccgggctg



4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161
5221
5281
5341
5401
5461

gtggagaagyg
tgaacgccga
agcctgcagce
aataaagatt
ccagcctcag
ccatctgtgt
gctctgtcac
ttgggttcaa
cggctaattt
aaactcctga
gccaccatgce
tgtcacccge
cctcecegeet
9999999999
ttcctgggct
caccaccaca
ggctagtctc
gattccaggc

tgcaggctge
agcctgcage
gggagaccct
caccaagttt
tttctecttte
ctgtgtgtat
ccaggctaga

gcgattctgce

ttgtattttt

ccaagtgatc
ccggcecctectg
catcacagct
cagcctttcce
tggtgtgtgt
caagcgatac
cccagctttt

aaacccctgg

cgtgggcacc
catgcgaccc
gtccccgecce
cacgcatctg
tgcccacata
ctttctctct
gtgcagtgge
tgcctcagta
agtagagacg
cacccgecgg
cccctcttte
cactgcagcc
agtagctgag
ggagatgggyg
tcccaccttg
tattattatt

gctcaagaga
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agcgccgceec
cacgccaccce
cagccgtcet
ctggcctcece
ctggccacac
gccctttttt
acgatcttgg
gctgggatta
agctttcacc
cctcccaaag
ttttttagygg
tccacctceccet
actacaggcg
tctggetttg
gcctcctgag
tgtagagaca

tcectecgcceca

ctgtgcccag
cgtgcctect
cctggggtgg
cctgtgattt
aattctcagce
ttttttttag
ctcactgcaa
caggctcaca
atgttggcca
tgctgagatt
ggcagggaaa
ggactcaagt
cataccacta
ttggccaggce
tagctgagac
aggtctcaat
teggectece

cgacaatcac
gcctcegege
accctagttt
cctctaagcece
ccecctectet
acggagtctg
cctctgecte
ccaccacacc
ggcaggtctc
acaggcctga
ggtctcaccc
gataagtgat
ggattaattt
tgatgtggaa
tactggctag
atgttgccca
aaagtgctgg

LOCUS

DEFINICION

ACCESO

VERSION

PALABRAS
CLAVE

FUENTE

ORGANISMO

REFERENCIA

AUTORES

TITULO

PUBLICACION

PUB. MED.

OBSERVACIONES

atgggctccg agcggcctge c©

NM_000041 1223 pb ARNm lineal PRI 18-FEB-2007
Apolipoproteina E (APOE) de Homo sapiens, ARNm.
NM_000041

NM_000041.2 GI:48762938

Homo sapiens (humano)

Homo sapiens

Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi;

mamiferoia; Eutheria; Euarchontoglires; Primates; Haplorrhini;

Catarrhini; Hominidae; Homo.

1 (bases 1 a 1223)

Mullick, A.E., Powers, A.F., Kota, R.S., Tetali, S.D., Eiserich, J.P. y Rutledge, J.C.

Apoliprotein E3- and nitric oxide-dependent modulation of endothelial cell inflammatory responses
Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol. 27 (2), 339-345 (2007)

17138935

GeneRIF: los datos sugieren un papel de la apoE3 en la pared vascular para equilibrar el estado
redox intracelular en células endoteliales dafiadas a través de vias de paso NO dependientes
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REFERENCIA

AUTORES

TITULO

PUBLICACION

PUB. MED.

OBSERVACIONES

REFERENCIA

AUTORES

TITULO

PUBLICACION

PUB. MED.

OBSERVACIONES

REFERENCIA

AUTORES

TITULO

PUBLICACION

PUB. MED.

OBSERVACIONES

APOE

REFERENCIA

AUTORES

ES 2547015713

2 (bases 1 a 1223)
Gupta, V., Narayanaswami, V., Budamagunta, M.S., Yamamato,T., Voss, J.C. y Ryan, R.O.

Lipid-induced extension of apoliprotein E helix 4 correlates with low density lipoprotein receptor
binding ability

J. Biol. Chem. 281 (51), 39294-39299 (2006)

17079229

GeneRIF: andlisis de las propiedades de apoE de reconocimiento del LDLR
3 (bases 1 a 1223)

Pei, W.D., Zhang, Y.H., Sun, Y.H., Gu, Y.C., Wang, Y.F., Zhang, C.Y.,
Zhang, J., Liu, L.S., Hui, R.T., Liu, Y.Q.y Yang, Y.J.

Apolipoprotein E polymorphism influences lipid phenotypes in

Chinese families with familial combined hyperlipidemia

Circ. J. 70 (12), 1606-1610 (2006)

17127808

GeneRIF: El polimorfismo de ApoE parece estar asociado con la varianza del fenotipo de la
lipoproteina en familias chinas con hiperlipidemia combinada familiar.

4 (bases 1 a 1223)

Olarte, L., Schupf, N., Lee, J.H., Tang, M.X., Santana, V., Williamson, J., Maramreddy, P., Tycko, B.
y Mayeux, R.

Apoliprotein E epsilon4 and age at onset of sporadic and familial
Alzheimer disease in Caribbean Hispanics

Arch. Neurol. 63 (11), 1586-1590 (2006)

17101827

GeneRIF: Individuos con historia familiar de EA y el

alelo épsilon4, factores adicionales genéticos o medioambientales pueden
acelerar el comienzo de la demencia.

5 (bases 1 a 1223)

Christidis, D.S., Liberopoulos, E.N., Kakafika, A.l., Miltiadous, G.A.,
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TITULO

PUBLICACION

PUB. MED.

OBSERVACIONES

REFERENCIA

AUTORES

TITULO

PUBLICACION

PUB. MED.

REFERENCIA

AUTORES

TITULO

PUBLICACION

PUB. MED.

REFERENCIA

AUTORES

TITULO

PUBLICACION

PUB. MED.

REFERENCIA

AUTORES

ES 2547015713

Cariolou, M., Ganotakis, E.S., Mikhailidis, D.P. y Elisaf, M.S.
The effect of apoliprotein E polymorphism on the response to
lipid-lowering treatment with atorvastatin or fenofibrate

J. Cardiovasc. Pharmacol. Ther. 11 (3), 211-221 (2006)
17056835

GeneRIF: Habia una clara asociacion entre el polimorfismo de apolipoproteina E en respuesta a la
disminucion de lipidos por tratamiento con atorvastatina y fenofibrato en pacientes con diferentes
tipos de dislipidemia.

6 (bases 1 a 1223)
Lohse, P., Brewer, H.B. Ill, Meng, M.S., Skarlatos, S.I., LaRosa, J.C. y Brewer, H.B. Jr.

Familial apoliprotein E deficiency and type Il hyperlipoproteinemia due to a premature stop codon in
the apoliprotein E gene

J. Lipid Res. 33 (11), 1583-1590 (1992)
1361196
7 (bases 1 a 1223)

Moriyama, K., Sasaki, J., Matsunaga, A., Arakawa, F., Takada, Y.,
Araki, K., Kaneko, S. y Arakawa, K.

Apoliprotein E1 Lys-146----Glu with type Il hyperlipoproteinemia
Biochim. Biophys. Acta 1128 (1), 58-64 (1992)

1356443

8 (bases 1 a 1223)

Feussner, G., Funke, H., Weng, W., Assmann, G., Lackner, K.J. y
Ziegler, R.

Severe type Il hyperlipoproteinemia associated with unusual apoliproteina E1 fenotipo and epsilon
1/'null’ genotype

Eur. J. Clin. Invest. 22 (9), 599-608 (1992)
1360898
9 (bases 1 a 1223)

Schuler, G., Hambrecht, R., Schlierf, G., Niebauer, J., Hauer, K.,

63



ES 2547015713

Neumann, J., Hoberg, E., Drinkmann, A., Bacher, F., Grunze, M. et al.

TiTULO Regular physical exercesie and low-fat diet. Effects on progression of coronary artery disease

PUBLICACION Circulation 86 (1), 1-11 (1992)

PUB. MED. 1617762

REFERENCIA 10 (bases 1 a 1223)

AUTORES Utermann, G., Pruin, N. y Steinmetz, A.

TITULO Polymorphism of apolipoprotein E. Ill. Effect of a single polymorphic gene locus on plasma lipid
levels in man

PUBLICACION Clin. Genet. 15 (1), 63-72 (1979)

PUB. MED. 759055

COMENTARIO SEC. REF. REVISADA: Este registro ha sido comisariado por el equipo del NCBI. La secuencia de
referencia se derivaba de BU848796.1 y BC003557.1.
El 16 de junio de 2004 esta version de la secuencia sustituyo la gi:4557324.
Resumen: Restos de quilomicrén y restos de lipoproteina de muy baja densidad (VLDL)
son rapidamente eliminados de la circulacién por
endocitosis mediada por receptor en el higado. La apolipoproteina E, una apoproteina principal del
quilomicrén, enlaza con un receptor especifico en las células hepaticas y en células periféricas. La
ApoE es esencial para el catabolismo normal de constituyentes de la lipoproteina ricos en
triglicéridos.
El gen ApoE es cartografiado en el cromosoma 19 en una agrupacion con APOC1 y APOC2.
Los defectos en la apolipoproteina E dan como resultado disbetalipoproteinemia familiar, o
hiperlipoproteinemia tipo Ill (HLP l1llI), en las que un aumento de colesterol y triglicéridos en el
plasma son la
consecuencia de la depuracion defectuosa de los restos de quilomicron y de VLDL.
Nota de la Publicacién: Este registro de Sec. de Ref. incluye un subconjunto de las publicaciones
que estan disponibles para este gen. Por favor véase el registro Entrez Gene para acceder a
publicaciones adicionales. EXHAUSTIVIDAD: completo en el extremo 3.

CARACTERISTICAS

CARACTERISTICAS

fuente

Lugar/Calificadores
1..1223

/organismo="Homo sapiens"
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gen

CDS

ES 2547015713

/tipo_de_molécula="ARNm"

/xref_de_bd="tax6n:9606"

/cromosoma="19"

/mapa="19q13.2"

1..1223

/gen="APOE"

/nota="apolipoproteina E; sinénimos: AD2, MGC1571,
apoproteina”

/xref_de_bd="genlD:348"

/xref_de_bd="HGNC:613"

/xref_de_bd="HPRD:00135"

Ixref_de_bd="MIM:107741"

84..1037

/gen="APOE"

/componente_en_la_OG="quilomicrén; citoplasma [pmid 9622609];
zona extracelular [pmid 9622609] [pmid 14718574]"
/funcién_en_la_OG="actividad antioxidante [pmid 14587032];
enlace del receptor de la apolipoproteina E [pmid 12729008];
enlace beta-amiloide [pmid 11305869]; enlace de heparina

[pmid 12729008]; actividad de transportador de lipidos; enlace fosfolipido
[pmid 40667131; enlace de la proteina tau [pmid 9622609]"
/proceso_de la_OG="homeostasis de colesterol [pmid 9622609];
circulacion [pmid 14506116]; organizacion citoesquelética y
biogénesis [pmid 9622609]; induccion de la apoptosis [transporte pmid
12753088]; transporte intracelular [pmid 9622609];

aprendizaje y/o memoria [pmid 9622609]; regulacion lipida de axén
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[pmid 9622609]; metabolismo de la lipoproteina [pmid 12729008];
tetramerizacioén de la proteina [pmid 40667 13]; extension sinaptica
[pmid 9622609]; regulacion de la elasticidad neuronal

[pmid 9622609]; respuesta a la especie oxigeno reactivo

[pmid 117439991; transmision sinaptica, colinérgica [pmid 9622609]"
/nota="enfermedad de Alzheimer tipo 2 (asociada a APOE*E4, aparicion tardia)
; apolipoproteina E3"

/inicio_de_codén=1

/producto="precursor del apolipoproteina E"

/id_de_proteina= "NP_000032.1"

Ixref_de_bd=".Gl:4557325"

Ixref_de_bd="CCDS:CCDS12647.1"

/xref_de_bd="Id_del_gen:348"

/xref_de_bd="HGNC:613"

/xref_de_bd="HPRD:00135"

Ixref_de_bd="MIM:107741"

/translation="MKVLWAALLVIFLAGCQAKVEQAVETEPEPELRQQTEWQSGQRW
ELALGRFWDYLRWVQTLSEQVQEELLSSQVTQELRALMDETMKELKAYKSELEEQLTP
VAEETRARLSKELQAAQARLGADMEDVCGRLVQYRGEVQAMLGQSTEELRVRLASHLR
KLRKRLLRDADDLOKRLAVYQAGAREGAERGLSAIRERLGPLVEQGRVRAATVGSLAG

QPLQERAQAWGERLRARMEEMGSRTRDRLDEVKEQVAEVRAKLEEQAQQIRLOAEAFQ
ARLKSWFEPLVEDMQROQWAGLVEKVQAAVGTSAAPVPSDNH"

péptido_sefal 84..137
/gen="APOE"

péptido_maduro 138..1034
/gen="APOE"

/producto="apolipoproteina E"

STS 249..356
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STS

STS

STS

STS

STS
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/gen="APOE"
/nombre_estandar="PMC99927P2"
Ixref_de_bd="UniSTS:273705"
342..640

/gen="APOE"
/nombre_estandar="GDB:171177"
/xref_de_bd="UniSTS:154776"
375..640

/gen="APOE"
/nombre_estandar="GDB:181693"
/xref_de_bd="UniSTS:155329"
404..631

/gen="APOE"
/nombre_estandar="GDB:169570"
/xref_de_bd="UniSTS:154765"
407..632

/gen="APOE"
/nombre_estandar="GDB:438097"
/xref_de_bd="UniSTS:157265"
408..678

/gen="APOE"
/nombre_estandar="GDB:196979"
/xref_de_bd="UniSTS:155901"
417..746

/gen="APOE"

/nombre_estandar="GDB:177380"
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/xref_de_bd="UniSTS:154875"

STS 417..634
/gen="APOE"
/nombre_estandar="PMC117303P1"
Ixref_de_bd="UniSTS:270328"

STS 609..752
/gen="APOE"
/nombre_estandar="STS-N29699"
/xref_de_bd="UniSTS:34644"

STS 736..936
/gen="APOE"
/nombre_estandar="PMC310963P4"
Ixref_de_bd="UniSTS:272827"

STS 823..954
/gen="APOE"
/nombre_estandar="RH11470"
/xref_de_bd="UniSTS:72925"

STS 919.1049
/gen="APOE"
/nombre_estandar="STS-K00396"

/xref_de_bd="UniSTS:64138"

sefial_poliA 1155..1160
/gen="APOE"

sitio_poliA 1180
/gen="APOE"
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ORIGEN

1 gggatccttg

61 actggccaat
121 tggcaggatg
181 gccagcagac
241 attacctgcg
301 aggtcaccca
361 aatcggaact
421 aggagctgca
481 tggtgcagta
541 tgcgcctcege
601 tgcagaagcg
661 gcgccatccg
721 tgggctccct
781 gcgcgcggat
841 aggtggcgga
901 aggccttcca
961 agtgggccgg
1021 ccagcgacaa
1081 tcctgectcc
1141 gtggacccta

1201 aaaaaaaaaa

SEQID N°: 3

ES 2547015713

agtcctactc agccccagcg gaggtgaagg acgtccttcc ccaggagccg
cacaggcagg aagatgaagg ttctgtgggce tgcgttgctg gtcacattcc
ccaggccaag gtggagcaag cggtggagac agagccggag cccgadctgc
cgagtggcag agcggccage getgggaact ggcactgggt cgecttttggg
ctgggtgcag acactgtctg agcaggtgca ggaggagctg ctcagctccc
ggaactgagg gcgctgatgqg acgagaccat gaaggagttyg aaggcctaca
ggaggaacaa ctgaccccgg tggcggagga gacgcgggca cggctgtcca
ggcggcgcag gcccggetgg gegeggacat ggaggacgtg tgcggccgec
ccgcggcgag gtgcaggcca tgctcggcca gagcaccgag gagctgcecggg
cteccacctg cgcaagctge gtaagcggct cctccgegat gccgatgacce
cctggcagtg taccaggccg gggcccgcega gggcgccgag cgcggcctca
cgagcgcctyg gggcccctgg tggaacaggg ccgcgtgcgg gccgccactg
ggccggccag ccgctacagg agcgggccca ggcctgggge gagcggctge
ggaggagatg ggcagccgga cccgcgaccqg cctggacgag gtgaaggagc
ggtgcgegec aagctggagg agcaggceccca gcagatacge ctgcaggccg
ggcccgccte aagagctggt tcgagcccct ggtggaagac atgcagcgec
gctggtggag aaggtgcagg ctgccgtggg caccagcgcc gcccctgtge
tcactgaacg ccgaagcctg cagccatgcg accccacgcc accccgtgec
gcgcagcectg cagcgggaga ccctgtccce gccccagcecg tectectggg
gtttaataaa gattcaccaa gtttcacgca aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa

aaaaaaaaaa aaa

Secuencia ADNc del receptor de LDL

Sus scrofa

ACCESO

VERSION

PALABRAS
CLAVE

FUENTE

ORGANISMO

REFERENCIA

AUTORES

TITULO

ARNm del receptor de lipoproteina de baja densidad (LDLR), alelo LDLR-N, sec. codif. parcial.
AF065990

AF065990.1 GI:3153894

Sus scrofa (cerdo)

Sus scrofa

Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi;
mamiferoia; Eutheria; Laurasiatheria; Cetartiodactyla; Suina; Suidae;
Sus.

1 (bases 1 a 2403)

Hasler-Rapacz, J., Ellegren, H., Fridolfsson, A.K., Kirkpatrick, B.,
Kirk, S., Andersson, L. y Rapacz, J.

Identification of a mutation in the low density lipoprotein
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Sus scrofa ARNm del receptor de lipoproteina de baja densidad (LDLR), alelo LDLR-N, sec. codif. parcial.
receptor gene associated with recessive familial hypercholesterolemia in swine
PUBLICACION Am. J. Med. Genet. 76 (5), 379-386 (1998)
PUB. MED. 9556295
REFERENCIA 2 (bases 1 a 2403)
AUTORES Hasler-Rapacz, J., Ellegren, H., Fridolfsson, A.K., Kirkpatrick, B.,
Kirk, S., Andersson, L. y Rapacz, J.
TiTULO Presentacion Directa
PUBLICACION Presentado (16-MAY-1998) en Genetics & Animal Science, University of
Wisconsin, 1675 Observatory Drive, Madison, WI 53706, EE.UU.
CARACTERISTICAS Lugar/Calificadores
fuente 1..2403
/organismo="Sus scrofa"
/tipo_de_molécula="ARNm"
/xref_de bd="tax6n:9823"
/cromosoma="2"
/mapa="2q; cerca del centromero"
ltipo_de_tejido="higado"
gen <1.>2403
/gen="LDLR"
/alelo="N (normal)"
CDS <1.>2403
/gen="LDLR"
/alelo="N (normal)"
/nota="receptor de LDL; normolipidémico"

/inicio_de_codén=1
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Sus scrofa ARNm del receptor de lipoproteina de baja densidad (LDLR), alelo LDLR-N, sec. codif. parcial.
/producto="recetor de lipoproteina de baja densidad"
/id_de_proteina= "AAC17444 1"

Ixref_de_bd="Gl:3153895"

/translation="FQCQDGKCISYKWICDGNTECKDGSDESLETCMSVTCKIGDFSC
GGRVNRCIPESWRCDGQQDCENGSDEEGCSPKTCSQDEFRCQDGKCIAPKFVCDSDRD
CLDGSDEASCPTPTCGPASFQCNSSTCIPELWACDGDPDCEDGSDEWPQHCRSHSSSL
PERSNNPCSALEFHCHSGECIHSSWRCDGDTDCKDKSDEENCDVATCRPDEFQCSDGT
CIHGSRQCDREYDCKDMSDEQGCVNATLCEGPNKFKCQSGECISLDKVCNSVRDCRDW
SDEPLKECGTNECLDNKGGCSHICNDLKIGYECLCPEGFQLVDKHRCEDIDECQDPDA
CSQICVNLEGSYKCQCEEGFQLEPLTKACKAIGTIAYLFFTNRHEVRKMTLDRSEYTS
LIPNLKNVVALDTEVASNRIYWSDLSQRKIYSTQIDRAPSFSSYDTIGEDLQAPDGL

AVDWIHSNIYWTDSILGTVSVADTKGVKRKTLFQEKGSKPRAIVVDPVHGFMYWTDWG
TPAKIKKGGLNGVDVYSLVTEDIQWPNGITLDLSGGRLYWVDSKLHSISSIDVNGGNR
KTVLEDKTKLAHPFSLAIFEDKVFWTDIINEAIFSANRLTGSDIHLMAENLLSPEDIV
LFHNLTQPRGVNWCERTALONGGCQYLCLPAPQINPRSPKFTCACPDGMLLAKDMRSC
LTETEPAGTTQGPSMVNSTAVGPKHTASSELTTAESVTMSQHALGDVAGRGVTEKPQS
VGALYIVLPIALLILLFFGTFLLWKNWRLKSINSINFDNPVYQKTTEDEVHICRSQDG

YTY"
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1 ttccagtgcc aagacgggaa atgcatctcce tacaagtgga tttgtgatgg gaacaccgag

61
121
i81
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041

2101
2161
2221
2281
2341
2401

tgcaaggacg
gactttagct
cagcaggact
gatgagttcc
cgggactgcce
agcttccagt
gactgcgagg
cccgagagga
atccactcca
aactgcgatg
catggtagcc
tgtgtcaatg
atctccttgg
ctcaaggagt
aatgacctca
cacagatgcg
aacctcgagyg
aaggcctgca
aggaagatga
gtcgctctgg
aagatctaca
ggcgaagatc
tggactgact
actctcttec
ttcatgtact
gtggacgtct
ctttetggeg
gtcaacgggg
tccttggcecca
agtgccaacc
gaggacattg
accgcectce
cgctcgecga
agctgtctca

acagctgtgg
atgtcccaac
gtgggtgctc
ttecctectet
gtgtaccaga

tac

SEQID NO: 4

ggtccgatga
gtgggggcceyg
gcgagaatgg
gctgccagga
tggacggctc
gcaacagctc
acggctcaga
gcaacaaccc
gctggcgetyg
tggccacgtg
ggcagtgcga
cqactctgﬁg
acaaagtgtyg
gtgggaccaa
agatcggcta
aagatatcga
gcagctacaa
aggccatagg
ccctggaccg
acactgaggt
gtacccagat
tccaggcccce
ccatcctggg
aagagaaagg
ggactgattyg
actcgectggt
gccgecttta
ggaaccggaa
tttttgagga
gcctcacagyg
tccttttcca
aaaacggtgg
agttcacctg
cagagactga

ggccaaagca
atgccctggg
tgtacattgt
ggaagaactg

agaccacgga

gtccctggag
tgtcaaccgc
ctcagatgag
cggcaagtgc
ggatgaagca
cacctgcatc
cgagtggcca
ctgctcagcc
cgacggagac
ccggecctgac
cagggaatat
cgaggggcce
caactcagtc
cgagtgtctg
tgagtgcctc
cgagtgtcag
gtgccagtgt
caccatcgcce
tagtgagtac
ggccagcaat
cgacagggcc
cgatgggctg
cactgtctcc
ctccaagcca
gggaaccccce
gacggaggac
ctgggtcgac
gaccgtcctg
taaagtattt
ctcggacata
caacctcaca
ctgccagtac
tgcctgcccyg

acctgcagga

caccgccage
cgacgttgct
cctecccecatt
gaggcttaag
agacgaggtc

Secuencia de aminoacidos de LDL porcina

acgtgcatgt
tgcattcctg
gaaggctgtt
atcgccccaa
tecctgecceca
cctgagctgt
cagcactgca
ctcgagttcc
actgactgca
gagttccagt
gactgcaagg
aacaagttca
agggactgcc
gacaacaagg
tgtcccgagg
gacccagacg
gaggagggcet
tacctettct
accagcctca
agaatctact
cccagctttt
gcggtggact
gtggctgaca
cgggccattyg
gccaagatca
atccagtggc
tccaagctcc
gaggacaaga
tggacagata
catttgatgg
cagccgagag
ctgtgtctgce
gatggcatgc

accacccadgg

tctgagctca
ggccgaggag
gcactgcectca
agcatcaaca

cacatctgecc

ctgtcacctg
agtcttggag
cccccaagac
agtttgtctg
cacccacctg
gggcctgtga
ggagccacag
actgccacag
aggacaagtc
gctcagacgg
acatgagcga
agtgtcaaag
gggactggtc
gtggctgctc
gcttccagect
cctgcagcca
tccagctgga
tcaccaaccg
tccccaacct
ggtctgacct
cctcctatga
ggatccacag
ccaagggcgt
tggtggaccc
agaagggcgg
ccaatggcat
actccatctc
cgaagctgge
taatcaacga
cagaaaacct
gggtgaactg
cagctccaca
tgttggccaa

gaccttccat

ccacagccga
tcactgagaa
tcctectcett
gcattaactt

gcagccagga

72

caagataggg
gtgtgacggt
gtgctcccaa
tgactcggac
tggccccgcee
tggtgatcct
ctcatcactc
tggegagtgce
tgacgaggag
gacctgcatc
cgagcagggc
cggcgagtgc
agacgagcce
ccatatctgc
ggtggataag
gatctgecgtg
gcctctcacc
ccacgaggtg
gaagaacgtyg
gtctcagagg
caccattatt
caacatatac
gaagaggaag
tgtccatggce
cctgaacgga
caccctggat
cagcatcgat
gcaccccttc
agccattttc
gttgtctcca
gtgtgaaagg
gatcaaccca
ggacatgagg
ggtcaactcg

gtcagtgacg
gccccagagce
cttcggaace
cgacaaccct

cggctacacc
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FQCQDGKCISYKWICDGNTECKDGSDESLETCMSVTCKIGDFSC
GGRVNRCIPESWRCDGQQDCENGSDEEGCSPKTCSQDEFRCQDGKCIAPKFVCDSDRD
CLDGSDEASCPTPTCGPASFQCNSSTCIPELWACDGDPDCEDGSDEWPQHCRSHSSSL
PERSNNPCSALEFHCHSGECIHSSWRCDGDTDCKDKSDEENCDVATCRPDEFQCSDGT
CIHGSRQCDREYDCKDMSDEQGCVNATLCEGPNKFKCQSGECISLDKVCNSVRDCRDW
SDEPLKECGTNECLDNKGGCSHICNDLKIGYECLCPEGFQLVDKHRCEDIDECQDPDA
CSQICVNLEGSYKCQCEEGFQLEPLTKACKAIGTIAYLFFTNRHEVRKMTLDRSEYTS
LIPNLKNVVALDTEVASNRIYWSDLSQRKIYSTQIDRAPSFSSYDTIIGEDLQAPDGL
AVDWIHSNIYWTDSILGTVSVADTKGVKRKTLFQEKGSKPRAIVVDPVHGFMYWTDWG
TPAKIKKGGLNGVDVYSLVTEDIQWPNGITLDLSGGRLYWVDSKLHSISSIDVNGGNR
KTVLEDKTKLAHPFSLAIFEDKVFWTDHNEAIFSANRLTGSDIHLMAENLLSPEDIV
LFHNLTQPRGVNWCERTALQNGGCQYLCLPAPQINPRSPKFTCACPDGMLLAKDMRSC
LTETEPAGTTQGPSMVNSTAVGPKHTASSELTTAESVTMSQHALGDVAGRGVTEKPQS
VGALYIVLPIALLILLFFGTFLLWKNWRLKSINSINFDNPVYQKTTEDEVHICRSQDG

YTY

Genomisk sekvens del receptor del LDL
subrayada

gccececgagtyg
gggtcgggac

caatcgcggg

actgcctggce

tggaccgtcg ccttgctcct

aagccagggt
agaggctgcyg
cgccgecggcy

humano [en gi:42406306] del Cromosoma 19. Secuencia codificante

ttccagctag

gacacagcag

agcatggggce cctggggcetg

gtcgtgatcc
gaaattgcgc

gggactgcag

cagaataggt
ataatcactc
tggaggggge
atttaaggga
tctttgagac
cactgcaacc
dgggattacag
ttttcaccat
gctgggatta
tgggtgtggg
tctgggggcyg
gggtcccgat

tgagagggag
catccctggg
gctggagggg
aacggggcac
ggagtctagc
tccgecctecec
gcgcccaacc
tttggccagy
caggcgtcag
gacctccagt
agggcgactg
ccgctttgeg

cceccggggyg
agacttgtgg
ggcgctgagy
cgctgtccce
tctgtcgecce
gggtttaagc
accacgcccg
ctggtctcga
ccaccgcgece
cctaaaacaa
gagacccgga

cgaccccagg

gcccttggga
ggtaatggca
ggagcgcgag
caagtctcca
aggatggagt
gagtctccte
cctaattttt
acccégacct
cggcegggac
gggatcactc
tgtccagcct
gcgccactge

gtaaggcttg
atttattttt
cggggtcctt
ggtcgggagg
cagggtgagg
gcagtggcac
tctcagcctc
gtatttttag
caggtgatct
cctctecttcet
ccacccecge
ggaggtcacc
catcctgagt
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ctccaggcecgce
ttgggtacaa
cccaaacggc
agtctgaggyg
gaccgcatct
gatctcagct
ccgaatagcect
tagagacggg
gcccaaaagt
aactcggagc
cttaagtcct
gcgggctcag
tgggtgcagt



901

961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
25281
2641
2701
2761
2821
2ggl
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481

ccecgggatte
cctttggece
cccecttgtcce
tacgagcggy
tgcaggggag
gtcccecggag
gcgaagtccc
ggggcgceect
aggcctcggt
ctgcagccga
tggcctcget
tcctetgggt
ctgagttaga
caacagctac
tgcctgatga
tgactggatg
cctectgggag
ttttatttac
ggctggtctt
gattacagga
actcagtttt
cctecttectt
ttagtttctc
acacccctga
gctgcaccac
atttccttta
tcaggcaaca
gggagttgge
tcttccaggg
ggaattctgt
ctagatgggt
tattattatt
cccaactgtc
gcaaacagtg
ggaaaatacc
tttgagttgg
ctgcaatccc
aattataggc
tcaccacgtt
cccaaagtcc
tcattttcag
caaggaaatg
ggaaagaaaa

tgtgtattct

cgececgegtge
gccceececgaa
aatgtgaggc
gcggggctgyg
gcectggegtt
ccgcctecge
cggtttcecge
cgccccacca
tccttacgag
gatcttcagc
tcttcagagg
gaaatggatt
gectttttagg
atggcccttt
acacaaggat
gagagctttyg
gccagagagg
ttatttattt
gaactcctgg
gtgagccace
acaaaagaaa
aagagaaaat
tctccecggga
tgttttcctce
ctcacgctgt
caaagggaag
gcggtgagceg
tgctttaacyg
aacactggga
tcctcattcc
cggttgctcce
attattattt
aagcaaatag
agtcaggctc
caccttattt
agtctcgcce
cgcctecegyg
gcctgccaca
ggccaggetyg
aaggattgca
ctggctctgt
attctagcta
catcgaaagc

ctttttttgt

tcecgggacgyg
ttccattggyg
ggtggaggcyg
cgcggaagtc
cctecgeggt
gacatacacg
tgtgctctgt
gccccgatca
gttgaaacgt
cacggtgggg
ctgtgaatgg
agattttaga
tggctttaaa
ccctcctgag
tgcaggaaac
aactgccttg
gagggagggt
tttaactttt
cctcaagcga
gcgecccacce
gagaggcact
gttaaggaag
tggctgagaa
cagacttctg
agctggcttc
ttgttggaat
cagctccaaa
agccgcaggyg
aaaaacaggyg
tgctcttatc
ttgctttgat
tgatgggctt
ccttttgttg
tctcttccgg
ggaaagaagc
tgtéacccag
gttccagcaa
acacccggct
gtctcgaact
ggcgtgaccc
tcccttaage
cagttttgat
attcaccacc

ttcgatgacc

ES 2 547

gggccaccce
tgtagtccaa
gaggcgggcy
tgagcctcac
tcctgtcaca
agtcgccctc
ggcgacacct
agttcacaga
tgcctcagaa
cagctatccc
cttcggttca
tttccacaag
ttagttgcag
aaccagccta
ttttttttta
aaattcacgc
gtaatgaaat
tgtagagatg
tcctectacce
ggggatgatg
ggattaatgt
tcttaggcaa
tgtgatgttt
agagctggtg

aaggcatatc

ctgaaccgca

cgtgtcaatg
tgattccctt
agacctttgt
tgtagacttc
gggtgctttg
tttgatgtcc
ctaagagact
aagcaaaatc
actgatcaat
gctggagtge
ttctcectgece
aatttttgta
cctgacctceg
actgtgccag
caggggattt
ttccttgtac
tcatttgtgt
ttgttcctga

015713

ctcccgeccce
caggccaccc
tcgggaggac
cttgtccggg
aaggcgacga
cgttatcctg
ccgtecccac
ggggcccceyg
tctcceccgee
ccgggaccga
gctgtccaag
aggctggtta
agagacagcc
gcctagaaaa
attggcaagg
tgtaactaac
acggatgatt
aggtctcgcect
tcagcctccce
atgattgcaa
gtatctcact
ggccttgttt
cctctgttgt
tgtgtttcta
caggggggag
agccttcact
actcacccaa
gtcatttccg
tgagacagaa
ctccctgata
atgggcttta
cttttccttc
gcagatgtaa
aattgctgag
tgatgtctat
aatggcataa
tcagcctect
tttgtagtag
tgatccaccc
ccaatcaatt
tcgtttgttt
aactgttttc
gctgggggaa
cttgttactc

74

tgcccccgcece
tcgagccact
ggggcttgtg
gcgaggcgga
caagtcccgg
ggccctcectg
cttgtcctgg
gccaccctca
cctccttggt
cccectgggyg
cggcgatttt
gtgcatgatc
tcgeectaga
ggattggggt
gggttggett
acaccagttt
gttcttttat
tggttgctca
aaagtgttgg
acattctgcc
caccaatcaa
gttcatcact
caaggagact
gcactttcta
tttcttgtcce
tagaccaaaa
atttgagtaa
gaaataccta
aacctgtagg
agatccaatt
ttattattat
cacactctgt
ccgaccagca
atcactctgg
tttttttttt
tctegecctca
gagtagctgg
agatggggtt
gcctcagect
gatttctcat
gtttccecctt
agtagcacag
aaagcagaaa

gtgacttgag



3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161
5221
5281
5341
5401
5461
5521
5581
5641
5701
5761
5821
5881
5941
6001
6061
6121

agatcagagg
ttcgagttge
ccaggttcaa
caccacaccc
agctggecte
gtacaggcgt
attgcttttt
cttttttttt
aacttctgce
cgggcacccyg
cgttggccag
aagtgctgag
caaatggtct
tcgttgggec
caactgtgag
gtccccacta
gtggcagtaa
aagtgtgcag
tcagcctcect
gtttatttat
agtgcaatgg
tgcctcagece
gtatttttcg
ctcaggtgat
aacccggeca
tttgagacag
gcttaagcca
atgcttggct
gcctecggttg
gctggggaaa
aataggtcat
tatttggaga
cagggaaagg
ttcccggtect
aggtgagagc
gctcctcect
gcaagcctcce
gtcatttcct
attgtcaaag
gagtttgtga
ttttctttte
gcagtggcac
tttcagecctce

agccacctga

gctagaggac
ccaggctgga
gcgattcttc
agctaatttt
gaactcctga
gagccgccgt
aggcttccct
ttttttttga
tcecggggttce
ctaccatgcc
gctggtctcg
attacaggcg
aatatgaaaa
gttgatgttt
gacagctccce
gctaggccaa
aatctgectt
ttatagctca
gagtagctgg
ttatttattt
cgcgatctcg
tcctgagtag
tagagatggyg
ccacccgcect
ctcccagcta
agtctcccge
tcctecceccac
aagttgtgta
gtctcaaact
tccacttttg
cgtggggtcc
ataatagtca
tttttattgt
acccagtggce
attggattag
taagatcttg
tggaatctca
cctttaagca
cggggtgtgt
ccacagcaga
tttttttttt
aatctgggct
ccgagtagcet

gcagctggga

tagaatttat
gtgcagtggc
ggcctcagcc
tgtatttttc
cctcgtgatc
gcccggcecctt
agcgtgagaa
gatggagtct
aagggattct
tggctaattt
aactcctgac
tgagccaccg
acgccaacct
ggaacaggac
tgacgtgctc
gggagctcat
tattttttgg
ctgcagcctc
gactatacgc
atttattgag
gctcaccgeca
ctgggattac
gtttctccac
cagcctccca
agtttaaatt
ccaggctgga
tcagcctcece
ttttttgtag
cctgggctca
aaacattgtc
ttcccatggg
ggggagagct
tctttatcce
acatttagtt
tggtcaccaa
attgccaacg
attgecttttt
cagttgaaat
acagtattga
ttccaaagct
tttttttgac
cactgcagcc
gcaattacag

ttacaggcgc
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agaggtgttt
gcaatctcgg
tcctgagtag
agtagagatg
cacccgecte
tttgtgtttt
aatctgggga
cgcttagatt
cgtgtctcag
tgtactttta
ctcaggtgag
cgcttggecct
tgcttgaaag
tggttttgtc
tcactcagca
ttggcaggca
aggcagggte
cagcttectgt
acgtgttacc
atggagtttt
acctccacct
éggcatgcac
attggttcag
aagtgctggg
ttttgtttgt
gcgcagatca
aagtagctgyg
agatggggtt
agcagtcctce
tggagagttg
tgcagtcttg
tgaggtccag
tccttaaagg
tgtaagctgg
agctgcggtc
cctctggcce
gcccacccygg
tgagctgtga
cagatctgta
cgactcattt
agagtctcgce
cctgcctecct
gcattcgggt

ccgccaccac

tttttgtttg
ctcactgcaa
ctggaactac
ggatttcacc
agtttcccaa
tgtgtttttyg
tccatgctct
gcctaatctc
cctcctgggt
gtagagacag
ccgectgect
aatttgcttt
aataagaaaqg
cccttgcteg
ctgttccgtt
actgctgtct
ttgccctgte
actcaactga
actcccacct
gctcttgctg
cctggttcaa
caccacgccce
gctgttectcyg
attataggcyg
ttgttcgttt
ctgcatcctt
gattacaggt
caagggattc
cctecctcagc
cccagqtégt
agccacctgt
ggaaaggttt
accttcaggt
gcecctcgtac
acctagtggg
aactttcctt
tgtgtcagca
gtcagtgagg
gttgggcaag
tcttctctct
tctgttgecc
gggttcaaat
tcaagtgatt

gcccggctaa
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tttatttttg
cctctgectc
aggcgceccge
atattggtca
agtgctggga
agaggagctc
agtttacttc
agctcattgc
agctaggata
ggtttcgcca
tggcctccca
tcctgaaatt
aggtgcggtt
gaaagggcag
cctgagcact
ggctgcgect
gctcaggctyg
tcectectete
cagtttgttt
cccaggectgg
gcgattctcc
ggctaatttt
aactcccaac
tgagcccccg
gtttttattt
gacctcccag
gtgtgccact
tcgectttgtt
ctcccaaggt
agatcacaga
ggccagcaaa
tgtttttett
gttactgaca
agaggtaggg
gtgatcagag
tttatttatc
caagaaatga
tgtgtacgat
agaattatca
tccttccett
aggctggagt
gattctcatg
ctcctgecte

tttttgtatt



6181
6241
6301
6361
6421
6481
6541
6601
6661
6721
6781
6841
6901
6961
7021
7081
7141
7201
7261
7321
7381
7441
7501
7561
7621
7681
7741
7801
7861
7921
7981
8041
8101
8161
8221
8281
8341
8401
8461
8521
8581
8641
8701
8761

tttagtagag
tgatccgece
gcctgttctg
ccattttaca
tagttaaatg
tctaactttc
aagggggcetg
gtgggtggat
tgtctctgca
agctgttgag
gagcctcagt
agagaaagaa
caactcagtt
tagcccaaaa
ggaatttgga
caaaatattg
ctggggttga
agttccctge
ggcctccect
actcecctgtce
ccaggggaga
tattcttttt
cctaggeccag
ggattacagg
tttttttttg
cactgcagcce
gggattacag
catgttagcc
aagtttcaac
tgcctgtaat
cagaggttac
ctctgtctca
catcttcaca
cagcactgag
gcagcatggt
gcacctgtat
tggaggtttg
actctgtgtc
tggtattgtt
ataatttgtt
ggagttcaag
ttacctggge
gaatcgcttg
agcctgggtg

acggggtttc
acttcggect
ttctttaatt
gatcaggaaa
gcctggaaaqg
agggaatcca
gatgcggtgg
tgecttgagee
aaaaataaat
ttaggcttag
catgccactg
aaaaagacat
tcaactgtgc
tgtagtgget
agcagcacag
gcaggagaga
aggatccact
tgcgtggage
dggagcagteg
gtctctacat
cgaattagge
ttaaaattat
tctggaattce
catgagccac
agacagagtc
tccgectece
gcgcccgeca
aggatggtct
catcgatcag
cccagctact
agtgagtcaa
aaaacaaaaa
aagataaaaa
aggctgaggce
gaaacccegt
tcccaagceta
cagtgagttg
aaaaataaaa
accttattat
attgcggccg
gccagcctgg
atggtggcag
aacctgggaa

acagagtgag

accatgttgg
cccaaagtgc
ctcaaaacac
ctgagtccca
ccagtgaagc
catgaatgtg
ctgatgccetg
caagagtttyg
aaaaagttag
gcaggaggat
cactccaacc
aggtacatct
ttaaaggagg
taaaacaaca
ctagacggtt
aaaacatatt
tccaagatgg
tctcecteca
atccaacaat
tttcctatca
tctgeccttcet
tctttttttt
ctgggctcaa
tgcacctggt
tctgtcgecce
gggttcaagc
acatgcccag
cgatctcctg
aacttattga
tggaagggtt
gatcatacca
acaaaccctt
gtcagacttg
aggcagatca
ctctacaaaa
ctcaggaagc
agattgtgcec
taaaataaaa
agtaataata
ggcatggtgg
ccaatatagt
ttgctggtga
gcagaggttg
actctgtctg
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ccaggctggt
tgagattaca
cctctaggaa
gaaggattta
ccaggattgt
ctgggtcaac
taatcctage
agaccagccet
ctgagtgtga
cgcatgaacc
tgggcaacag
tttaaagtta
aaatgactca
catttatgat
ccagctcagg
ttcagaagct
cgcactcagt
gctgcttgag
gagcatggcec
gaagcaagtc
gaaaggatta
attttgtaga
acaatcctgt
catgtggtca
aggctggagt
gattctcctg
ctaatttttt
atttggtgat
tgtacttatg
aaggcaggag
ttgcactcca
gtatgtgatt
gctgggcatg
cttgaggtca
aatacaaaaa
taaggcagga
attgcactcc
ttttaaaaaa
agtgcatagt
ctccagccta
gaaactccat
tccccageta
cagtgagcca

aaaataataa

ctcgaactcc
gacgtgagtc
gtagagactg
gtcagttacc
ctatctaacc
catcaaagtt
actttgggag
gggcaacata
tggtgcaccc
tgggaggtgg
agtgaaagcc
ggttgtatgt
tttcttgcta
ttctcagttt
gtctctcatg
gcaggcatag
ggctcttggc
tggactcatg
atgaactagg
attaaaagtc
tcacagaaga
gatggggtct
ctctgecctcecce
tattttcttt
atggtggcgt
cctcagectc
tagtagagat
ccgcccacct
tagctaggca
aatcgcttga
gtctgggcaa
ttcctggata
gtggctcaca
ggaatttgag
ttagccgggt
gaatcacttg
agecctgggeg
ggcagatttt
gcatgctgag
taatcccage
ctctactaaa
cttgggaggce
agattgcacc

taataataat

76

tgaactcagg
accgcgccca
ccattctcce
caagttgttc
cccttactac
gaaatggata
gccgagatgg
gtgagacacc
ctctagtcac
aggcggecgt
ggtgtccgaa
taattaccta
catatcaaat
ttgcgtgtca
aagttgcaat
gaagacttgg
tggaggcctc
acatgcagct
ctcagaagce
cagtgccact
tgcggtccta
tggtatgttg
caaagtgttg
ttcttttett
gatctcagtt
ctgagtagct
ggggtttcac
tggcctccca
cggtggegeg
acctgggagg
cagaatgaga
gcatctgtta
cctgtaatcc
accaggctgg
gtggtgtcac
aacccagagg
acagagtgag
tttttcttct
ataagcaatc
actttggtca
atacaagaaa
tgaggcagga
actgcactcc

ttgttattgce



8821
8881
8941
9001
9061
9121
9181
9241
9301
9361
9421
9481
9541
9601
9661
9721
9781
9841
9901
9961
10021
10081
10141
10201
10261
10321
10381
10441
10501
10561
10621
10681
10741
10801

ttttattgcc
ttgattctag
tggctcatge
tttgaggcca
ctgggcatgy
acttgagccc
agtttgggta
aaatttaata
cactttggga
taacacagta
tgcttttaat
tgaggctgca
aaaaaaagaa
gtgtaaatat
aagtcttggt
ccatttcttt
ctggcctcta
tgaagaaaac
atgactcttt
aacacaggtt
cactacgttg
tcccaaagtyg
gagacggagt
acaaagtctg
ttacaggcat
ccatgttgge
ccaaagtgct
tgctaaatac
accccagaga
ttgggttcct
gcttgcttaa
tttagttggce
accctttcte

gccaagacgg

ttagtttaca
ttcacagaac
ctgtaatccc
gcctaggcaa
tggcatgtge
acgaggttca
acagagcgaa
tataaaacta
ggctgaggtyg
agaccccatc
cccaactact
gtgggccgtyg
aatagaagaa
attttgggaa
tttctaagga
tgatctgatc
catttataat
tcaagtttte
acagtacaag
ttgtttgttt
tccaggctga
ctgggattac
tttgttcttg
cctcccaggt
gtgccaccac
caggctggtt
gggattacag
tcttecetttc
gtccatattt
tctttgtgtc
ttccectggga
aggaaataga
cttttcctct

gaaatgcatc
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tagggaatca
cagaatcttt
agcatattgg
catagtgaga
ctgtagtccc
atccaggttg
gctatgtctc
aatgcaggcc
ggaggattgc
tctacaaaaa
tagggggctyg
atcgctccac
aactaaatac
attttccagt
aaagttttet
ttcagataca
ttctcataat
ttccacctta
ttttttgttt
tgttttaact
tctcatactc
agtcatgagc
ttgccgagge
tcaagtgatt
gcccagctaa
tcgaactgcet
gcatgagcca
tttattaatg
tggaatcaac
ctccactgaa
atcagactgt
cacaggaaac

ctctcagtgg

aagtttatac
catataaagg
gaggctgagyg
ccttgtctcet
atttatttgg
cagtaagcca
aaaaaaagaa
aagtgtggtg
ttgagcccaa
gtagaaaaat
agatgggaag
tgatcgctct
attcaataag
tactttgttc
cttattatat
tgattatctt
tctttatcta
atgattatgc
ttgttttttt
tttaaaaaaa
ctgggctcaa
caacatécct
tggagtgcaa
ctcctgecte
ttttgtattt
gacctcaggt
ccatgcccag
tgcatggaag
aacactagcc
ttttggggtt
tcctgategg
gtggtcagtt
gcgacagatg

tttgatttat
tattagaggg
agggaggatc
acaaaaaatt
ggggctgagyg
tgatcctgcce
aaaaaaagta
gcatatacct
gagttcaaga
tagcctggca
attgcttgag
aaagtgagac
actttgatct
tcattttaat
cttttgttaa
cactgctaaa
agtatttctt
tgtgtctgtg
aatggtcaga
ttataataga
gcaatccacc
gggcagtaca
tggcacaatc
agcctcctga
ttagtagaga
gatctgccca
ctgtagtaca
ttctaatatt
tttgttgaca
cataaaattt
atgacatttc
tctgattctg

cgaaagaaac

aaaagttget
cccagtgtygg
actttaggag
ccaacattag
caggaggatc
actgcactcc
ttctaaatcc
ataatcacaa
ccagcctagg
tggtggtgag
cctcagagtt
cctgtctcaa
cttttccaag
gtaataatct
tgtttctctc
tttgtgttct
ccctacctac
agttttcttc
tggatagaac
taaagggtct
cacctctgcc
ggtttttttt
ttggctcacc
gtagctggga
cggggtttca
cctcggecte
ggttttaata
tttttcccat
agtgtctctc
catttgttgt
tggttaattc
gcgttgagag
gagttccagt

tcctacaagt

gggtctgega

tggcageget

gagtgccagg

10861

atggctctga

tgagtbccag

gagacgtgct

10921
10981
11041
11101
1116l
11221
11281
11341
11401

atttttgtaa
tcaagtgatc
ctgtgacacg
ttgatgtatt
aaagccatta
taaccagctc
tccaaaactt
tccatcacce

aggttcacgc

tagagacagg
cgectggecte
attcttaacc
caatcatgaa
aatggctcta
agtggcatta
tgcataacct
aggctggagt

catcctcctg

gtctcgccat
ggcctcccaa
cctttttgat
ttaggaggtyg
ttgttttttc
atacatctgce
aatgtctttt
gcagtggtgt

cctcagcctc

gtgagtcccc
gttggccagg
agtgctggga
gatggcggcet
gggagagaat
aattgatgtg
aatgctgtgt
tttttttttt
gatctcagct

ccgagtagct
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tttgggcatg
ctggtcttga
ttacaggcac
ggaaaagtgg
gaattattgg
aatttcacat
ggccaccace
tttttgagac
cactgcaacc

gggactacag

atatgcattt
atttctggtc
cacgcctggce
ccagtggatt
agctttecett
aacatgaaat
tctatcttgt
ggagtctcgt
tccgectece

gcaccctcca



11461
11521
11581
11641
11701
11761
11821
11881
11941
12001
12061
12121
12181
12241
12301
12361
12421
12481
12541
12601
12661
12721
12781
12841
12901
12961
13021
13081
13141
13201
13261

ccacatccgg
atggtctcga
acaggcgtga
ttgcccagge
tcaagtgatt
actcagccta
aaaggggtag
ctgaggcaga
tggcatagct
tttectttttce
tggagtgcag
ctcctgecte
ttttttgtat
ctgacctcgt
ctgagcccge
tggctcatgce
atgagtttga
tgggattagg
caggaggatc
tctactaaaa
actcaggagg
aagatcgtgc
aaaaaaagtg
ttggcaaggc
ccaggctgga
gtgattctcc
aactaatttt
aacccctgac
tgagccactg
ttctgtagtg

ctaatttttt
tctcctgacc
gccaccatgc
tggagtccag
ctcttgectce
atgtccagtt
gettggcegy
aaggcagaaa
agacctcatc
ttttecttttt
tggcgcgatc
agcctceccga
ttttagtaga
gatccgccag
cccatatgta
ctagaatccc
gaccagcctyg
tcaggcacgg
atgaggtcag
aaatacaaaa
ctgaggcagg
cactgtactc
ggattgacat
cagtgggtct
gtgcaatggc
tgcctcagec
tgtattttta
ctcacgtgat
tgctcggcect
tctgtcacct
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gtatctttag
tcgtgatcca
ccggcectatt
tggtaccatc
gaactcccaa
tttaacaagc
gcacaatggc
gattgcttta
tctaaaaaat
tttttttttt
tcagctcact
gtagctggga
gatggggttt
ctttggcctc
tgtatatata
agcactttgg
Ctcaacatga
tggctcacac
gagatcgaga
aattagccag
agaatggcgt
cagcctgggce
tctcttcaaa
tttttgtgtg
aggatctcgg
tcccgagtag
gtagagacag
ccacccgect
cagtgggtct

gcaaatccgg

tagagatggg
cctgcectecg
ttttttttta
atacttcact
agtattggga
tccatttaaa
ttgtgtctgt
taaagcccag
aagtaataaa
tgagacggag
gcaagctgtg
ctacaggcgc
caccacgtta
ccaaagtgtt
tattttttta
gaagctgagg
tgaaacttct
ctgtaatccc
ccatcctgge
gcgtggtgge
gaacccggga
gacagagcaa
gttctggggt
tgtgtgtgtyg
ctcaccgcaa
ctgggactac
ggtttcacta
tggcctccca
ttecctttgag
ggacttcagc

gtttcaccat
cctcccaaag
agagatggag
gcagccttga
ttacaggtgt
tgccctceccgt
agtcccagct
gagtttgagg
taaatatttg
tcttgetcetyg
cctcctgggt
ccactaccac
gccaggatgg
gggattacag
aaatgggaga
taggcggatc
atctctacta
agcactttca
taacacggtg
gggtgcctgt
ggcggagcett
gactctgtct
tttcctttgce
acggagtctc
cctcctecctce
aggtgcccgce
tattggccag
aagtgctggg
tgacagttca
tgtgggggce

gttagccggg
tgctggcatt
tctaattctg
cctcttggge
gagccaccgce
tttgacccat
acttgggagg
gccacctggyg
tttttgtttt
ttgcccaggce
tcatgccatt
gcccagctaa
tctcaatctc
gcgtgageca
ccaggcatgg
acttgaggcc
aaaaaaaaagq
gaggccgagyg
aaaccccgtc
agtcccagct
gcagtgagcc
caaaaaaaaa
aaagacagga
actctgccac
ccaggttaaa
caccacaccc
gctggtcttg
attacaggcg
atcctgtctce

gtgtcaaccg

ctgcattcct

cagttctgga ggtgcgatgg

ccaagtggac

tgcgacaacg

gctcagacga

13321

gcaaggctgt

cgtaagtgtg

13381
13441
13501
13561
13621
13681
13741
13801
13861
13921
13981
14041

tggtctgact
gctccatctc
ggaggcatta
ggctgtccct
getggtegtyg
gcttgctage
gccaaggagc
ggctgtctta
acccgaaatt
tttggatttc
accgaaccaa

tgtaatccca

ttgtctctac
ttgggggctc
caaagtgggyg
gccgagggcet
atccccgtga
caagcctcaa
aaggccaaga
atacaagtgg
ctgaaacgtc
ggatttttac
aggaaagcaa

gccttttgag

gccctgccett
ggggtcctge
ataccaagcc
atggtgctac
agccacctgg
tecctgtgatce
tgacccacgt
atcccgaagg
cacatccaaa
ttgagcactg
cactgagtgt
taaaagaagg

aggctgaggce

tgctattgag
tcgagctgca
tcttcecgceccce
ctcttegggt
cacacacact
cccgececcgt
aacatgaagg
gaaatggact
tccaaaaccc
acctttagaa
ggagtcctaa
cagatagggt
gggtggatca
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cctatctgag
aggcagctgce
ttcaaatccc
ttgtcacgca
ggcaagccgce
gaggctgaac
gggaaaagcc
ttgaagctgy
cgaaattcaa
ggaaatgctt
ttaggaaaaa
caggcacggt
cttgaggtca

tcctggggag
cccgaactgg
cccttgacca
cagtcaggga
tgtgattccc
acatagtgac
agaaagttct
gcgtcttett
agtcttgagc
attggagcat
aaccaggctg
ggctcacccc

ggagttcgag



14101
14161
14221
14281
14341
14401
14461
14521
14581
14641
14701
14761
14821
14881
14941
15001
15061
15121
15181
15241
15301
15361
15421
15481
15541
15601
15661
15721
15781

agcagcctgg
atggtggcgt
acctgggagyg
caagagcgaa
gcctttetece
ctcccagcecta
tcggcattat
aaatctccag
actgaggcgg
aaccccgtct
tcccagctac
agtgagccga
aaaaaaaaaa
ctgacctgct
tctttctgta
ctctgtttgce
ctgggttcaa
cagcacgcag
gtggtcttga
ttacggccat
ccacaccact
aaacattcca
tcaaaatcca
aaggacagca
acctattagc
aggcaccgag
tcecaggggec
gacttcacac

ccaggacgag

ccaacacggt
ctgcctgtaa
cagaggttgc
attctgtcte
atggtccaga
tcatcagaca
aagtactgca
caagcggeca
gcggatcacc
ctattaaaaa
ttggaaggct
gatcttgcca
aaaaaaattc
cattgctttc
cttacaacta
ccaggctgga
gcgattctce
gctaattttt
actcctgacc
gagccactga
ggtccagata
aaatcagaaa
aaacacttct
attctataaa
gcaccagtgc
agggcagtgg
tggcctcact
ggtgatggtg
tttcgctgec

ES 2547015713

gaaaccccat
tcccagcectac
agtgagccaa
aaaaaaaaag
acacacagcc
cctcggctga
caaagccctc
ggtgcagtgg
tgaggtcagg
tacaaaaaaa
gaggcaggag
tcgcactcca
ccagcaagcc
ttgcaaggta
ccttttttaa
gttcagtggt
tgcctcaget
gtatttttag
tcaagtgatc
ggccggetge
gtcagtgctc
aatattccaa
ggtcccaagce
ttgtgctacc
tcatagcagt
ttcagagtcc
gcggcagegt
gtctcggccc
acgatgggaa

ctctactgaa
tcgggaggcet
tatcacgcca
aagaagaagg
ctcectgegta
tagaaaattg
ttcagcgcac
ctcatacctg
agtttgagac
ttagccaggce
aatcgcttga
gcctggggga
tttgtcttct
ttttcctacc
aatttcttte
gcaatctcag
tcccgagtag
tagagacggg
ctcccacctc
acctacaact
acccacaaca
ctctgaaaat
attttagaga
atcttgcagg
gctgggaaat
atggcccctg
ccccggcetat
atccatccct

gtgcatctct

aatacaaaaa
gagacaggag
ttgcactcca
ccgacaaact
aataactcct
caagttagct
agcacaagca
taatcccagc
cagcctggec
gtggtggcag
acccgggagg
caagagtgag
ggcagtcagc
tactttctgg
ttttttgaga
ctcactgcaa
ctgggattac
gtttcaccat
agcctcccaa
gtcttgataa
ttaaggatat
attccaaaat
agggatactc
tctcagttta
gtgtacagat
actgctcccece
agaatgggct

gcagccecca

ctagccaggt
aatcacttga
gcctggggga
atgtaactct
tatcttcctg
cactgcaacc
ccattctata
attttgggag
aacatggtga
gtgcctgtaa
tggaagttgce
acttcgtctc
tcctctettyg
aataaatctg
tggagtctca
cctctaccta
aggcgtgcac
gttggccaag
agcgctagga
attcttaccc
tccaaatttg
ccaaaaaaat
aacccaaaat
acagctttac
gaggaaactg
agcccgectt
ggtgttggga
agacgtgctc

cggcagttcg

tctgtgactc

15841

agaccgggac

tgcttggacg

gctcagacga

ggcctcctgce

ccggtgctca

cctgtggtec

15901

cgccagette

cagtgcaaca

gctccaccetg

catccceccag

ctgtgggcct

gcgacaacga

15961

ccccgactgc

gaagatggct

cggatgagtg

gcecgcagcgce

tgtaggggte

tttacgtgtt

16021

ccaaggggac

agtagcccct

gcteggectt

cgagttccac

tgcctaagtyg

gcgagtgcat

16081

ccactccagc

tggcgetgtg

atggtggccc

cgactgcaag

gacaaatctg

acgaggaaaa

16201
16261
16321
16381
16441
16501
16561
16621
16681

16141 ctgcggtatg

cccaggtgtg
aaagtattcc
agatggagtc
catgaggccc
ggtgctggtt
ctcgctctgt
ctgggttcaa
caccacctcc

ggctggtcat

ggcggggeca
ggacatgcag
catttcatgt
tcactctgtg
caggctggcece
gttttttgtt
cgccagggty
gccattctcce
ggctattttt

gaactcttga

gggtgggggc
tgatttaggt
ttgtttcttt
atttttttca
gatggttgcect
gtttgttgtt
gagtgcagtg
tgcctcagec
ttttctattt
cctcaggtga

ggggegtect
gccgaagtgg
tttttctttt
tctctaaatt
gttagcttat
tttgtttttg
gcgcgatcag
tcccaagtag
agtagagatg

tccacccgcecce
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atcacctgtc
atttccaaca
ctttctttat
tcctacatcc
tgggaaatca
tttttgtttt
ctcactgcaa
cgcggattac
gggtttcacc

tcggcctccc

cctgggctec
acatgccaag
tttgttttty
atatggccac
ctgtttggaa
gagacggagt
cctccgctte
aggcatgtgc
atgttagtca
aaagtgctgg



16741
16801
16861
16921
16981
17041
17101
17161

gattacaggc
tgtcacccag
gctcaagcga
agcctggecca
cctcecctgect
aaggccctge
gttttccagc

gtgcactgct
gttgaagtaa
tcctctcact
atttttttgt
tggccteccceca
ttectttttect
tgtggccacc
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gcacccagcc
ggtggcacga
tcagecctcetce
acagacacag
aagtgctggg
ctggttgtct
tgtcgccctg

tttttttgtt
ttatggctca
aagcagttgg
gctggtcttg
attccaggca
cttcttgaga

acgaattcca

tttttgagac
ctgcggectt
aaccacaggc
aactcctggg
tgagccgcetyg
aaatcaacac

gtgctctgat

agggtcttge
gatctccttg
tgtaccacca
ctcaagcaat
cacccggcaa
actctgtcct

ggaaactgca

tccatggcaqg

ccggcagtgt

gaccgggaat

atgactgcaa

ggacatgagc

gatgaagttg

17221

gctgcgttaa

tggtgagecgce

17281
17341
17401
17461
17521
17581
17641
17701
17761
17821
17881
17941

tgcttgcaaa
gcgtetgtgg
gtctcgctct
gcctctgatg
ataccaccac
gccaggctgg
ctaggattac
tgcggttttg
ccttggectce
taatgaatcc

caaactgagg

tgatttgtga
gcaagtgact
gacacccagg
tccagtgatt
gcccggcectaa
tcttgaactce
aggtgtgagc
ccatattgcc
ccaaagtgct
atttgcatgce

ctcagacaca

actctgcgag _ggacccaaca

tggccatctg
agccagaggg
tgacttctca
ctggagtgct
ctcctgcctce
ttttttgtat
ctggtctcag
cactgcgcca
caggctggtc
gggattacag
gttcttatgt
cctgacctte

agttcaagtg

gttttccatc
cgcttcectyg
gagcctcact
gtggcacaat
agcctcccga
ttttattaga
gtgatccacc
ggcctaattt

tcgaactcct

‘gcacaaacca

gaataaacta
ctccttectce

tcacagcggc

ccccattctce
gtcagctctg
tcecttttgtt
cacagctcac
gtagctgaga
gacagggttt
cgecteggece
ttttgtattt
gggctcaagc
ccgtgcccga
ttatatgaat
tctctggete

gaatgcatca

tgtgccttge
caccagctgt
ttgagacgga
ggcagcctct
ttaaaggcgt
ctccatgttg
tcccaaagtyg
ttagtagaga
gatctgectg
cgcgttttct
gagtgccaag
tcacagtgac

ccctggacaa

18001

agtctgcaac

atggctagag

actgccggga

ctggtcagat

gaacccatca

aagagtgcgg

18061
18121
18181
18241
18301
18361
18421
18481
18541
18601
18661
18721
18781
18841
18901
18961
19021
19081
19141
19201
19261
19321

tgagtctcgg
gagtgctgta
cattttgaga
actgcaacct
ggattacagg
tttcactatg
ctcccaaagt
gcgatgctgg
cagatcacga
ctaaaactac
gaggctgagg
acaccattgc
aaaaaaagcy
ggtttgttgt
gcatgatctt
cctcctgagt
tagtagagat
atctgceccgce
ttttttttet
cagtatagag
gtggcatact
caggagttgg

tgcaggcggce
gggttttggg
cagtctcgceca
ctgcctccca
cgcceccaccac
ttggccaggce
gctgggatta
gcgcggtgga
dgggcaggaga
aaaaaattag
caggagaatc
actccagcct
aattctgaaa
tgttatttcg
ggctcaccac
agctgggatt
ggggtttcac
ctcctgaagt
tccccaaccec
aaggcagtgg
cctgtagtcet

agactgtagt

ttgcagagtt
aactccactc
cggtcgccecca
ggttcaagtg
caagcccggyg
tggtgttgaa
caggcgtgac
tcacgcctgt
ttgagaccat
ccgggtgtgg
gcttgaaccc
gggtgacaga
tacatgaatt
aaacagagtc
aacctccggce
acagctgaat
catgttggcec
gctgggatta
tetgtggtgy
caagttttct
cagctaatca

gagctgtgat

tgtggggage
tgcccaccct
ggctggagceg
attctcctge
taattttttg
ctcctgacct
ccaccccatg
aatcccagca
cctggctaat
tggcaggcac
aggaggtgga
gtgagactct
cttttcctta
ttgctctgtce
tcececaggtte
gccaccttgce
aggctggcect
caggcgtgag
atactgaaaqg
ctgtcatata
ggaggctgag

cacaccacca
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caggaaaggg
gtgcaaaggyg
caatggcgceyg
ctcagcctcc
tatgtttagt
catgatccgc
aaaaaaaatt
ctttgggaag
acggtgaaac
ctgtgatccc
ggttgcagtyg
gtctcaaaaa
gatgcctget
gctcaggctg
aagcgattct
tgggctaatt
cgaactcctg
ccacctcgtc
accatattag
ccagagtggg
gaaggaggat

cacttcaatc

actgagacat
ctcctttttt
atctcggete
tgagtagctg
agagatgggg
ccacctcggc
aaaaaatgaa
ctgaggcagg
cccatctcta
agctactcag
agccgggatc
aaaaaaaaaa
tctgtcttga
gagtgcagtg
tctgcctcag
tttgtatttt
acctcgagtg
ctggtgaggg
gataactgta
cttgggcatg
cgcttgggcc
tgggcaacag



19381
19441
19501
19561
19621
19681
19741
19801
19861
19921
19981
20041
20101
20161
20221
20281
20341
20401
20461
20521
20581
20641
20701
20761
20821
20881
20941
21001
21061
21121
21181
21241

agcaagagac
tctggtgecag
aatacacgtg
ataactgttt
tttaaatatg
actttgggag
cacagtgaaa
tctgtagtcc
aggttgtagt
cgcctcaaac
gcctgecttg
tgttgtttta
tatatatata
tattaagtgc
ccatctccag
acgggctgga
gcaattctcce
ccagctaatt
gtctcgaact
caggcatgag
tcccecatgaa
tctgtcccta
tccttttttg
aaactttggg
ccaacatggt
ggtgcctgta
gcggaggtcg
aactccgtct
tcccagctac
aatgagccaa
ccctggecct

tgcaatgacc

cctatctcta
tttctcaaca
gctgtgggcec
tgtgtcatga
taaaagccat
gtcgaggcgg
cccecgtectct
cagctgctca
gagccgaggt
aaaaaaatgt
gtctcccaaa
tatctatata
cataaactgc
acagttctgt
aacttttttt
gtgcagtggt
tgcctcagcc
tttgtatttt
cctgacctca
ccactgcgcc
acactcactc
tgaatgtgat
actggcttat
agaccgaggc
gaaaccccat
atcccagcta
cagtgagccg
ctcctaaaaa
ttgggaggct
ggttggcgge
gcgcagggac
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aaaaaaagta
tggctgttgg
cagaaaatgt
aaatgatttc
ttttaggect
gaggatcacg
actaaaaata
ggaggctgag
tgcaccactg
ttgcccatgce
gttctgggat
tctatatata
agtaaaaaac
gccattagca
ttttttttta
gcgatctcgg
ccctcagtag
cagtagagac
agtgatcctc
cggccccaga
tccatcccct
ggctctaggyg
ttcactgagc
gggcgcatca
ctctagtaaa
agtgggaggc
agatcgtgce
tacaaaaaaa
gaggcaggag
gaagggatgg

agtatttcgg
gtgaacacaa
tatttatgga
cctttttatt
ggcaggatgg
aggtcaggag
caaaaaatta
gcaggagaat
cactccagcecc
tggtcttgaa
tacaggcatg
acttgtttta
atgtaacata
aattcacact
ttctttttga
ttcactgcaa
ctgggattac
tgactgggtt
ccacctcage
actcttttat
ccccaactcce
acctcctctg
caagtgcggt
cctgaggtca
aatacaaaaa
tgaggcagga
attacactcc
ttagctggge
aatcacttga

gtaggggece

caacgaatgc ttggacaaca

acactgtggg
ccacgcacag
cacaaaaatt
tttatttttce
ttcacagctyg
atcgagacca
accaggcttg
cgcttgaatg
tgagcgacag
ctcctgggcet
agctacagcg
tgtatatata
aaatttacct
gttgtacaac
gacagagtct
cctccaccta
aggtgcccgt
tcaccatgtt
ctcccaaagt
cttcccaaac
tggcacccac
agtggaatca
ggcacacgcc
ggagttcgag
attagcctgt
gaatcgcttg
agcctgggea
atggtggcac
acccgggagg
gagagtgacc
acggecggctyg

ccatacggtce
aacgcaaacc
ggaatttcat
ttctcaagta
taatcccage
tcctggccaa
gtggcgcgeg
caggaggcgyg
agtgagagtc
caagctatct
cccggacttt
taacttgttt
tctcaaacct
atcacaacca
cactcgtcge
ccaggttcaa
cctaccacgce
ggccaggcetyg
gctgggaata
tgaagctctyg
cattctactt
gacagcattt
tgtaatccca
accagcccgg
catggtcgtg
tacccaggag
acaagagtga
atgcctgtag
tggaggttgt
agtctgcatc

ttcccacgtce

ttaagatcgg

ctacgagtgc

ctgtgccccg

acggcttcca

gctggtggcec

21301

cagcgaagat

gcgaaggtga

21361
21421
21481
21541
21601
21661
21721
21781
21841
21901
21961

ctgacatggc
gcagttagga
gtttcttgcc
atcccaacac
gcctgaccaa
ggtgcatgce
ggaggtggag
gtgaaactcc
gacacagctt
ggggatgaca
ctgccttcga

aaccaaaccc
gggtttcatg
tctggggatt
cttgggacgc
catggagaaa
tataatccca
gttgtggtga
atccaaaaaa
cacactcttg
cctggectgtt
aggtgtgggt

tttccgggtyg
ctcatgcctc
agattccacc
agtaattaag
cgaggcgggce
ccccgtctct
gctactcagg
gccaagatcg
aaaagaaaag
gttgggttcc
tccttgatta

tttggcctgg

ggactgagcc
agtttcccca
tgcatggaaa
aaatttcagg
agatcacctg
actaaaaata
aggctgagge
tgccattgceca
aaaagaaaaa
cgtggtgaat
catctceccga

gccccatcge
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ctgggccecce
tctgttaagt
actatcattg
ccgggtgegt
aggtcgggag
caaaattagc
aggadaatca
ctccagecctg
aaagaaaaga
gatgaggtca
gaggctgggce
tccgtctcta

tctgcgcette
gtgcttgaaa
gctggccaga
aatccctgta
ttccagacca
cgggcttggt
cttgaaccty
ggcaacaaga
aatttcaget
ggtgatgact
tgtctcctgg
gccattgggg



22021
22081

aagagcctcce

cgacacctgc

ccaccaagcc

agccagctct
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tctttctcte

gcgtgaacct

tcttccagat

atcgatgagt

gtcaggatcc

ggagggtgge

tacaagtgcc _agtgtgagga

22141

aggcttccag

ctggaccccc

acacgaaggc

ctgcaaggct

dgtgggtgagce

22201
22261
22321
22381
22441
22501
22561
22621
22681
22741
22801
22861
22921
22981
23041
23101
23161
23221
23281
23341
23401
23461
23521
23581
23641
23701
23761
23821
23881

ggcgggtggyg
aactttgcac
ggggagtctg
gtttttggga
ttcctttcag
gcatggtgcc
gagggcagga
tgcatgccac
tctcgectcectg
cctcecegggt
ccgccactgce
agccaggatg
tcggattaca
agggtttcac
cttggcctce
gacagggtgce
gcagccttga
gtactggcat
tcattctétc
tcccaggttce
gctaccaaac
aggctggtct
accgtgectg
ccaggctagc
tgggattaca
tttctgggtyg
gcactcttgg

aggctccatc

ggcggcctca
agactcatat
ccgcecctgtt
atatccagtt
ggacaacctg
acacacctgt
ggattggttg
tatgectgge
ttgcccaggce
tcacgccatt
accaggccaa
gtctcgatct
ggcgtgagcc
catgttggcc
caaagtgctg
tgctctatct
cctecctgggt
gtgccaccat
acccaggetg
cagcaattct
ctggctagtt
cgattctccc
gctttttttt
cttatgctcc
ggtgggcgee
cctcctetgyg
ttccatcgac

gcctacctct

ccccttgcag
cccctgaccy
aggacttggyg
aacggaaccc
gggagtgact
ggtcccagect
atcctcccac
taattttett
tggagtgcag
ctcctgectce
tttttttgta
cctgacttcg
actgcgccca
aggctagtct
ggattacaga
tccagectgt
tcacgtgatc
gcctggttaa
gagtgcggtg
cctgcctcac
tttgtatgtt
gcctcagect
tttttttttt
tagcctcaag
actgtgcctyg
ctcagccgeca
gggtcccctc

tcttcaccaa

gcagcagtgg
ggaggctgtt
cttgccaggg
tcagccctac
tcaaggggtt
actcagaagg
ctcagcctcce
ttttctttet
tggcaggatc
agcctcccca
tttttagtag
tgatccgccce
gccgctaatt
tgaactcctg
caccacacct
agtgcagtgc
gtcccgccta
tttttttttt
gtgcgatctt
ccttctgagt

tagtagagac.

cccaaagtgc
ttttgtggca
tgatcctect
ttecececgttgg
ccctgcagga
tgaccccctg

ccggcacgag

tgggggagtt
tgctcctgag
ggatgcctgce
tggtggaaca
aaagaaaaaa
ctgaggcggyg
ggagtagctyg
tttttttttt
tcggectcact
gtagctggga
agacggggtt
acctcggcct
ttcatatttt
aacccaagtg
ggctattatt
agcctccatc
agecctectgga
tttttttttg
ggcttactga
agctgggatt
agggtttcac
tgggattaca
ataaggtctc
ccctcagect
gaggtctttt
tgacacaagg
acctcgctcc

gtcaggaaga

acgggaaggc
tcatcctctg
ggctetggea
atatgtccta
ggaaccggct
aattagctgg
aggattgctt
ggacctcagg
cgagacggag
gcaagctccyg
ctacaggagc
tcactgtgtt
tccaaagtgce
tagtaaaaac
atcctcctge
attttttaga
atagctcgcect
ggagctggga
agacagagtc
aacctccacc
acaggttccg
catgttggtyg
ggcttgagcc
attgtcttgce
cccaaagtgc
ccaccctctt
ggatggggag
ccggaccccc

_tgacgctgga

ccggagegag

tacaccagcc

tcatccccaa

cctgaggaac

gtggtcgctc

tggacacgga

23941

ggtggeccage

aatagaatct

actggtctga

cctgtcecag

agaatgatct

dcaggtgage

24001
24061
24121

gtcgccecctg
ttctctcctce

ccgtcatcag

cctgcagcct

ctgcctcage

tggcccgecag

acccagcttg

gtgagatgag

acagagccca

ggctcctggce
cggcgtctct

gctgatgccc

tcctatgaca

cagagacatc

caggccccecyg

acgggctggce

tgtggactgg

atccacagca

24181

acatctactg

gaccgactct

gtcctgggca

ctgtctctgt

tgcggatacc

aagggcgtga

24241

agaggaaaac

gttattcagg

gagaacggct

ccaagccaag

ggccatcgtg

gtggatcctg

24301

ttcatggaty

24361
24421
24481
24541
24601

gcttcaggaa
tttgggaggce
tctctactaa
ctcgggaggce

agacagcccc

cgtatccacy
ctggttagtg
caaggtgggt
aaatacaaaa
tgaggcagga

actgcactcc

acgctgaggg
ggctgggcat
ggatcatcaa
attagccggg
gaatcacttg

agcctgggtg

ctgcagaggg
ggtggctcaa
gaccagcctg
tgtggtggtyg
aacctgggaqg
acagagtgag
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aatggaggga
agcacctgta
accaacatgg
ggcacctgta
atggaggttg

actccgtctce

gcaggaagga
atcccagcac
tgaaacctceg
atcccagctg
cagtgagcca

aaaaaaaaaa



24661
24721
24781
24841
24901
24961
25021
25081
25141
25201
25261
25321
25381
25441
25501
25561
25621
25681
25741
25801
25861
25921
25981
26041
26101
26161
26221
26281
26341
26401
26461
26521
26581
26641

aaaaaaacta
atggctgact
atcgcccctg
cacgtgagag
tccttgcage
cacacttggt
aaggtgggcec
ggaatctcge
tccgcctcac
gcacccgcca
gttagccagg
tgcttggatt
gacggagtct
gccteccgect
caagcatgta
catgttggct
caaacagcgg
aacaagacaa
tttggccaca
acaaatgtgt
tgtcgctctg
actcttgggce
acaccactgt
cccaggctgg
ctgggattac
tttcgagatg
actgtagcct
ccagcatggt
ggcgectgta
gtggaggttg
actctgtctc
ccagcaggac
ttggetggga
tcatqtaétq

aacaaaaaac
cagcagctcce
ccacctgccce
gtggcatttce
tacaatcagg
gtctggaagg
cgctatggcece
tetgtcgeee
aggttcacgce
ccacgcccgg
atggtctaaa
acaagcgtga
cgetectgteg
cccaggttca
ccaccatgcce
éggctggtct
ggattacagg
tgctcgcetgt
taactgccag
gtgttgtgtg
tcactgagte
tcagttgatt
gcccagctaa
tcttgacctce
acgtgcgagc
gcgtctcagt
caacttcctg
gaaaccccgt
atcccagcecta
cagcaagcca
aaaaaaaaaa
tatttcccaa
tcctccececcg

gactgactgg
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tggttagtgg
tgégtcaaga
ggtgtactct
acagtttcag
aggtgaatgt
gaaaagcagg
agcgtccctt
agactgtagt
cattctcctg
ttaatttttt
tctectgacce
gccaccacgc
cccaggctag
agtgattctc
tgactaattt
cgaaccctta
catgagccac
tgccacagaa
gccagaggga
cgtgtgttct
tggagtgcag
ctceccacttce
tttattttat
ctagcctcaa
cattgcgceat
ctgccaccca
ggctcaagca
ctctactaaa
caccagaggc
agatcgtgcc
aaaaaaaacc
gcctgagcct
ccctecagec

ggaactcccg

ctagacaaca
cactgtgacc
gtacctgtca
tgtggtgctg
tgggtttcca
gaagagagca
tttattttta
gcagtggtgce
cctcagcctc
gcatttttat
ctgtgatcca
ccggcccect
attgcagtgg
ctgcctcaac
tttgtatttt
gcctcaagta
tgtgcccaac
caatgggtgg
aagagactct
ggtctcatat
tggcgcaatc
agcctcccaa
ttttagtaga
gcaatcctcc
ggcttgtgtt
ggctggagtg
atcctcttga
aatacaaaaa
tgaggcagga
actgcactcc
caaacaagcc
ggctgtttct
tcacagctat

ccaagatcaa

ggatggtatc
tgtgtcccect
ggtgacatct
acaacccggyg
gcagagaaca
tcatcagatg
tttatttatt
gatcacggct
ccgagtagct
tagagacggg
cccgectegyg
ttttattttt
cgtgatctcyg
ctcccaacta
tagtagagac
atctgcctge
ccaaccctgg
ggtacatgtg
cagactgtct
ttgtrtgttt
agagttcact
gtagctggaa
gatgaggtct
tgccttggtc
cttgtgtttc
cagtggtgtg
tttcagcctc
tgtagccagg
gaatcgettg
agcctgggca
acatttggag
tccagaattc
tctctgtect

gaaagggggc

ttccaageccc
ggcaggaagc
gctacctaag
acgcacactyg
ctggagaagyg
cctgcgggtg
tatttgagat
cactgcaagc
gggactacag
gtttcaccgce
cctccctaag
tattttttga
gctcactgca
attaggatta
tgggtttcac
ctcagcctcc
atctctttta
gcccagtgtg
ccactcagat
tgagacaggg
gcagcctcaa
ctacaggtga
cactatgttg
tcccaaagtyg
ttccttttte
atcatagctc
ccgggcctgg
cgtggtggtyg
agcctggaag
acagagacag
tttggggttc
gttgcacgca
cccaccaget

ctgaatggtg

26701

tggacatcta

ctegetggty

actgaaaaca

ttcagtggcc

caatggcatc

accctaggta

26761
26821
26881
26941
27001
27061
27121
27181
27241

tgttcgcagyg
gccaggtggce
tgttttttet
caatcgtagce
cctgagtagce
gggaagagac
tcctccegece

tccttgaagt
ggaggggttc

acagccgtcc
tctgggacaa
ttttttgaga
tcactgcage
tgagattaca
aaagtcttgt
tcagccttcce
ttttctgacce

aggctcacat

cagccagggc
gcccaagcetg
tgaggtcttg
ctccacctece
gacacgtgcc
tatgttggcc
aaactgctgg
tgcaactccc

gtggttggag

cgggcacagg
ctccctgaag
gtctgtcacc
caggctcaag
accacggcag
tggctggtct
gattacaggc
ctacctgccc

ctgcctctce
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ctggaggaca
gtttccctet
caggctggag
tgatcctcct
actaatttta
caaactcagyg
gtgggccacce
attggagagg
aggtgctttt

gacgggggtt
ttcttttctt
tgcactggcg
gcctcaccct
ttttattttt
gtgcaagcga
gtacccagcc
gcgtcacagg
ctgctaggtc



27301 cctggcaggyg ggtcttcctg

27361 tggcatcagc acgtgacctc

27421 ctctactggg ttgactccaa

ES 2547015713

cccggagcag
tccttatcca

acttcactcc

cgtggccagyg
cttgtgtgtce

atctcaagca

ccctcaggac

tagatctcct

cctctgggac
cagtggccge

tcgatgtcaa

cgggggcaac

27481

cggaagacca

tcttggagga

tgaaaagagg

ctggcccacc

ccttctcctt

ggccgtcttt

27541 gaggtgtggc

27601
27661
27721
27781
27841
27901
27961
28021
28081
28141
28201
28261
28321
28381
28441
28501
28561
28621
28681
28741
28801
28861
28921
28981
29041
29101
29161
29221
29281
29341
29401
29461
29521
29581
29641
29701
29761
29821
29881

tcactcaagc
agttatttct
tttcccaggce
tcaagtgatt
catgcccgge
gtctcgaact
cagacttgag
tttttctaag
gctcactgca
gctggaacta
agacagtctc
cctctgecctce
aggcatgtgt
gtatgttgac
ccaaagtgct
gttttttgga
gcctcaccac
agctgggatt
gggtttctcc
tctgecetccee
tttttactga
ggacatttgg
gcatttagtg
cctagataga
cacgttcctg
tttgcattgce
ctgggtatgg
gcttgagtcc
tacaaaaaat
gggaggccga
tgaaaccccqg
ctgtagtcce
gcttgcagtg
cgtctcaaaa
cctgtaatcc
gctgcagtga
tctcaaaaaa
caacagcgtyg

cattttatgt

ttacgtacga
caagatgaac
attttcttcet
tggagggcaa
ctcctgtctce
taattttgta
cccgacctca
ccaccgcgcce
agacaggatc
gccttaacct
caggtgcaca
gttctgtcac
ccaggttcaa
gccatcatac
caggcttgtc
gggattacag
gacggaattt
aacctctgcce
acaagcatgt
atgttggcca
aaagtgctygg
gagtcgtgaa
caatttctag
ggtagaggct
gccatcgtgg
gcatgattac
agtaaaggaa
cagtttatgce
aggagtgtga
acaaaaagta
ggcgggcgga
tctctactaa
agctactcgg
agccaagatc
aaaaaaaaaa
tgggttctcyg
gccaagatca
caacaaaaaa
aatctgctta
tatgtgtatt

gatgcaagca
gcagaaaact
ttcttttttt
tggcatgatc
aggctcccca
tttttagtag
ggtgatctgce
cagctatttc
tcactctgtc
cctgggctca
ccaccatgece
cccggctgga
gcgattctcc
ctggctgatt
ttaaactccc
gcatgagcca
cacctttgtt
tcectgggttce
gccaccacgce
ggctggtctce
gattacaggce
aggcagtgat
agattttttg
ggtgacgctg
ggaaaccctg
caacagccaa
tagctgaggce
ctataatccc
gaccgagacc
ggccaggcac
tcacgaggtc
aaatacaaaa
gaggctgagyg
gcgecactgce
aaaaaaaaat
agaccgaggc
tgccactgceca
aaagttctgg
aggccaccga

tcaccacaat

cttaggtggc
ggttgtgact
tttttttttt
tcggcectcacce
gtagctggga
agacggagtt
ctgcctcgge
tgttttecttt
cccaggcagyg
agtgatcttc
cagctcattt
gtgcagtggt
tgcctcagcec
tttgtatttt
ggcctcaagt
ctgeggcegy
gcccaggatg
aaaccatttt
ccggctgatt
gaactcctga
gtgagccace
cctctgtcac
gttgtcacaa
ctgaacaccc
ctctaaggaa
aagtggagtc
cgggtaattt
agaactttgg
agcctggeca
ggtggttcac
aggagatcga
acaaaattag
cgggagaatg
actccagcct
acaaaaagta
atgagaattg
ctccagcectg
aaatggatgg
actgtgcact

taaaaactag
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ggatagacac
aggaggaggt
gagacagagt
gcaacctcca
ttacaggcat
tctccatgtt
ctcccaaagt
ctttcttectt
agtgcagtgc
ccacctcagce
ttgtattttt
acaatcttgg
tcctgagtag
tttttagaga
gatcctccca
tttgttttct
gagtgcaatg
cctgectcag
ttgtattttt
cctcaggtca
gtgcccggty
atgtgatctt
gtcaatgggg
agaacaggga
atggcgctat
ccceccaagtg
ataaagaaaa
gaggctgagg
acatgacgaa
gcctgtaatc
gaccatcctg
ccgggtgtygg
gcgtgaaccce
gggtgaccga
gccaggtgtyg
cctgacccca
ggcgacagag
tggtgatggt
cacaaatagt

ttgtgggcca

agactataga
cttagacctg
tttgctctcg
cctcccaggt
gcaccaccac
ggtcaggctyg
gctgggatta
cttectttttt
tgtgatcata
ctceccaagta
tttttttttg
ctcactgcaa
ttgagattac
tggggtctca
cttcagtctc
tttttttttc
gcacgatatc
ccttcttagt
agtagagatg
ttcgecccacc
gtttgtattc
ggctctcagyg
aagactgttg
agtagcaggce
tttataaccc
tgttcgtcca
gagatttaaa
caggaggatc
actctgtcte
ccagcacttt
gctaacacgg
tggcaggcgce
gggaggcgga
gttgagactc
gtggcaggca
ggaggtggag
tgggactctg
gatacttcca
cgagatggta
ggtgtggtgg



29941
30001
30061
30121
30181
30241
30301
30361
30421
30481
30541
30601
30661

ttcatgcctg
gttcgagacc
gccaggcgtyg
cgcttgaacc
tggacgacag
caggcactgt
cctgaggtca
aatacaaaaa
aagcaagaga
tgtactccag
aacagacaaa
taacgggatt

atcaacgaag

taatcccage
agccaggcca
gtggcacatg
tgggaggcta
agtgagactt
ggctcacgcc
ggagttcgaa
attagtcagg
atcgtttgaa
cctgggcaac
caaaaaaact
tgtcatcttc
ccattttcag
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actttgggag
acatggtgaa
cctgtagtce
agattgcagt
cgtctcaaaa
tgtaatccca
tccagectgyg
tatgttggca
cccaggaggt
aaaagtgaaa
agttgtggag
cttgctgcct

tgccaaccgg

gtcagaggga
accccatctc
cagctacttg
gagccgagat
aaaaaaccaa
gcactttggg
ccaacatggt
cacctgtaat
ggacgttgca
ctctgtctga
agagggtggce
gtttaggaca

ggtggatcat
tactaaaaat
agaggctgaa
cgtgccactg
aaaaaaaatt
agaccgaggt
gaaagcccgt
cccagctact
gtgagccgag
aacaaacaaa
ctgtgtctca
aagtattttg

gaggtcagca
acaaaaatta
gcaggagaat
cactccagcc
agctgtgggt
aggtggatgg
ctctactaaa
cgggaggcetyg
attgggccac
caaacaaaca
tcccagtatt

gacagatatc

ctcacaggtt

ccgatgtcaa

cttgttggct

30721

gaaaacctac

tgtccccaga

ggatatggtt

ctcttccaca

acctcaccca

gccaagaggt

30781
30841
30901
30961

aagggtgggt
tctggaaatt
ttcttctgee
gtatctgtgc

cagcecccace
tctggaatct
ccaggagtga

cccccaacct

tctggtatag

tgaaacctcc

ctgatgatct

actggtgtga gaggaccacc

ttgtggaaac
cgttcctgec
ctgagcaatg

tctggaatgt
ctgactccge

gcggcetgeca

ctccectgecee

cgcagatcaa

ccceccactcecg

cccaagttta

cctgcgectyg

31021

cccggacggce

atgctgctgg

ccagggacat

gaggagctgc

ctcacaggtg

31081
31141
31201
31261
31321
31381
31441
31501
31561
31621
31681
31741
31801
31861
31921
31981
32041
32101
32161
32221
32281
32341
32401
32461
32521

cttgtttctg
tcaaatgggt
tggatggaca
cctcttteccce
atggtcccct
ccagectgga
caattctcct
gctaagtttt
actcctgacc
gagccaccgc
aggccagcac
tgacccagac
gattgcttga
gcctggggga
acaatacgat
ttttttetet
cttggctcac
ctcctgggtt
tcccactacg
gccaggatgyg
gggattatgg
ttcgctctty
cctcctgggt
ctgccaccac

tcaggctggt

cgtcctgtagt
acctcaaggt
catcagcacc
ggccccctga
ttgttgactt
atgcagtggt
gcctcagect
gtatttttag
tcaggtgatc
gcccatccee
ctccctcaag
gtggtggete
gcccaggagyg
caaagtgaaa
cacaaagtag
ttgagacgga
tgcagcctct
caagcgcttc
cccagc;aat
tctecgatcte
gcatgagcca
ttgcccagge
tcaagcaatt
gcctggctaa

ctcaaactcc

cctccaactg
cgttgtaagg
gggcttgaca
agaggtgatc
ttctttttct
gccatcttgg
cccaagtagc
tacagacagg
ctcccacctc
ctttgttgac
tgaattgaat
acacctgtgg
tcaaggctac
ccctgtctga
atattcatag
gtcttgctct
gcctcccagg
ttctgcctca
tttttgtatt
ctgacctcgt
ctgcacctgg
tggagtgcaa
ctcctgectce
tttttgtact
tgacctcagg

ccccctectg
actcatgagt
tttacccagt
tgatttctga
ttattttttt
ctcactgcta
tgggattaca
gtttctecat
tgcctcccga
ttttctecatc
ctccecttttg
tcccagctac
agagagctat
aaaaaacaaa
tgtttatttt
gttgcccagg
ttcaagcgct
gcctcceccag
ttttagtaga
gatctgcctyg
cctttttttt
tggtgtgétc
agcctcccga
tttagtagag

tgatccaccc
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agcctctctc
cgggataacc
tcccctttga
caggagccct
cttttgagat
cctctcccac
agcatgcgcc
ggtggccagyg
agtgctacga
ctctgagaaa
aacaacaaca
tcgggagget
aatcacacca
aaaagaaaaa
cagtactctt
ctggagtgca
tggctcactg
tagctgggac
gatggggttt
ccttgggctce
tttttttttt
tcggctcact
gtagctggga
acggggtttc

acctcggect

tggcacacgc
tgctcatctg
atacttttct
tgecctggttt
gagggaggaa
ttgctgtcac
tgggttcaag
accatgcctg
ctggtcttga
ttacaggcat
gtctcagttg
aataacaata
gaggtgtgag
cttcactcca
ggaaaaagaa
tttttttttt
gtggcacgat
caacctccgc
tataggcacg
cactatgtta
ccaaagtgtt
gagatggagt
gcaacctctg
ttacaggcac
tccatgttgg

cccaaagttc



tgggattaca
tttetttttt
ggtgcgatgt
gccttctgag
tttagtagag
atccgccecgce
ttttttttet
gtgccatgat
cagcctccca
atttttagta
aggcgattca
ctggtgtgag
gcctgatttt
agacagggtc
tcataccttg
gagtagctgg
tatatagaga
aagagatcct
cctatgagaa

gctgaggctg

gacatgagcc
tttttttett
ctgcgcactg
tagctgggac
atggagtttc
ctcggcctcc
ttttettttt
ctcagctcac
agtagctgag
gagacggggt
cctgcctegyg
ccacctcgece
ggacttttta
ttactctgtc
ctgcagcectce
gaétacaggt
tggtattttg
cctgececttgg
gggcctgecag
cagtggccac
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accgecgccetg
gagacagagt
caagctccgc
tgcaggcgec
actgtgttag
caaagtgctg
ttgagacgga
tgcaagctcc
actacagggg
ttcaccatgt
cctcccaaag
cagcctgagce
aaaattttat
atccaggcca
tacctcctgg
gtgcaccacc
ccatgttgac
cctcccaagg
gcacgtggca

ccaggagaca

gccgtgtctyg
cttactccgt
ccecctgggtt
tgccactacg
ccaggatggt
ggattacagg
gtcttgectct
acttcccagg
cccgecacca
tagccaggct
tgctgggatt
cacctcaccc
taataattat
tcctgtcetgt
gctcaagcga
acacctggct
caggctagtc
tcatttgaga
ctcagaagac

tccaccgtca

gcectttttta
cgcccagget
catgccattc
cccggctact
ctcgatctcc
cgtgagccac
gtcgcccagg
ctcacgccat
cactcggcta
ggtcttgaac
aaaggtatga
agcctaagcecc
ttttgggttt
ctgtcatccc
tcctecccccec
aatttttttt
ttaaactcct
ctttcgtcat
gtttatttat

ggctaaaggt

gttatttctt
ggagtgcagc
tcctgectceca
tttttgtata
tgactttgtg
catgccaggc
ctggagtgca
tctccagect
atttttttgt
tcctaacctc
gccacctcge
actgtgcctg
cttttttttg
agtgatggga
tcagcctecet
tttttttttyg
ggactcactc
taggcgcaca
tctttcagag

cagctccaca

gccgtaagga

cacagcacac

aaccacccga

cctgttccecg

acacctcccg

gctgeectggyg

gccacccetg ggctcaccac

ggtggagata

gtgacaatgt

ctcaccaagg

34321
34381
34441
34501
34561
34621
34681
34741
34801
34861
34921
34981
35041
35101
35161

gccctcccta
gtcacgagat
cgtgtgtctc
cctctttgea
gttcccaaag
cctcagcttc
ctcagtactc
acaattttac
cagtggcacg
ctcagtctcece
tttttagtac
tgagccaccc
gccttttttt
ggctcactgt
agagtagctg
gagatggggt
cctgeccttyg
agtttattct
aatggcttga
ctacaaaata

ggcaatgcaa

ccgggectgga

ggcccctctt
ggagtccagyg
tgggccctca
aggattaaat
tcageccacge
aggcatctge
agcttttcac
aatttttttt
atctcggctc
cgagtagctg
agaaggggct
gcctgagcct
tgagacagag
aacctccgcect
ggattacagg
ttcacagtgt
ccctgcecaaa
ttggtggcte
gcccaggagt
aataataaat
tatattaaaa

gtgcagtgtc

cacccagaga
tgtcgtccte
gtttccctat
gggccaaatc
accgtgtggyg
ccaaaaaggc
agaggctcca
tttgagacgg
actgcaacct
ggattacagg
tctctgttgyg
cccaaagtgc
tctcgctctc
tcccaggttc
cacccgccac
tggccaggcet
gtgctgggat
acacctgtaa
tcaagtccag
aaactaattt
aaattttttt
gccatcttgg

cgggtccctt
actcccttge
ctgtaaagtg
atatgagggg
tcccaaaatt
caggactaag
aaaggctaag
agttttgctc
ctggctcccyg
catgcgccac
tcaggctggt
tgggattaca
gcccatgetg
aagtgattct
catgcctgge
ggtctcaaac
tatagatgtg
tctcagcact
cctgggcaac
tttttcectttt
tttctttgaa

ctcactgcaa
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cagtggccac
tgaccttcte
ggtctaataa
ccaggtcctt
ttatcaaggc
gcaaggagag
gaatccagta
ttgttgccca
ggttcaagcg
cacgctcggc
cgtgaactct
ggtgtgagcc
tactgcagtg
tctgccgecag
taattcttgce
ttctgacctc
agccaccgeg
ttgggaggcc
atagcaagac
aaaacccaac
acggagtctc

cctccgectc

taaagactgg
gaacattttg
tcacttgggc
cagttcttge
caggctcctyg
acattcgttg
ggagggattc
acgttttaac
ggctggagtyg
attctcctgce
taattttgta
caacctcagg
accacgcctg
acgcagtctyg
cctcccatgt
atttttagta
aagtcatctg
cctggcctac
aaggtgggag
cctatctcta
tattcaacat
tcactgtcac

ccaggtccaa



35221
35281
35341
35401
35461
35521
35581
35641
35701
35761
35821
35881
35941
36001
36061
36121
36181
36241
36301
36361
36421
36481
36541
36601
36661
36721
36781
36841
36901
36961
37021
37081
37141
37201
37261
37321
37381
37441
37501
37561
37621
37681
37741
37801

gtgattctcc
agctaatatt
ggaactcctg
caggcatgag
ctcactgtgt
ctcecctggge
gagccaccac
cccagacttg
ctgagattaa
acaacacctt
tggccaacat
ggtgggtgece
ggaggcagaa
caaaactctg
gccaaggcct
ggccgaatct
ttgggtggtt
gtgcacgcct
agagttgaag
gcattagaat
actttgggag
aacatggtga
gcctgtaatc
gaggttgcag
tccattcccc
tttagtttgg
gatgagaccc
gctttgagct
cacatcggca
atctttgttc
tcttgettgg
ggactcctca
ggggatctgg
ccttggtcta
cttgaaatgt
tctgtaccaa
ttctgtgcca
cccctgtcecc
tgagacgaag
gcaacctctg
ttacaggtgc
accgtgttgg
cccaaagtgc

agagggagtc

tgcttcagece
tttgtatttt
acctcgtgat
ccaccgtgee
accccagact
tcaggtgatc
acccagctaa
tctctaactc
tgcaatttaa
gggaggcaaa
ggtgaaaccc
tgtaatccca
gttgcagtaa
tctccaaaaa
ggccacttac
tgcaggtgta
tttcattaat
gcagtcctag
tccagcctgg
attattggat
gctgaggtgg
aaccccgtct
ccagctactc
tgagctgaga
tctgcaaaga
gggctggggt
aggtgtgggt
gctgggaaat
aatttcagac
agttacaagc
gggaggtggyg
aatttggcaa
ctatattgcc
ctaatgtgct
tgccttgcecce
ggttaaccecc
ttcaacctca
cttcaaaata
tcttgctctg
cttccecgggt
ccaccgcecac
ccaggctggt
tgggattaca
tcactctgtt
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tccecgagtag
tagtagagat
ctgcccgagg
cagccaaaac
ggagtgatag
ttcctgcttc
tttttgaatt
cagggctcaa
aaaatttttt
ggtgggcaga
cctgtctact
gctacttggg
gccaagatca
aattgttttt
ttttgtaaat
agatcacagt
ttaaatttta
ctactcccag
gcaacatagc
£cctgggcag
gtggatcacc
ctactaaaaa
gggaggctga
ttgcgccatt
aaaggaatat
ggtgagtgtc
caggatgtca
ggtgctccta
cattcttttt
aggataaaat
gcactgctag
aaaagccatt
tagattggtc
gcgattacag
agggccctta
atcccataat
ggactgagca
ccctettttt
ttgccccage
tcaggcgatt
agctggctaa
cttgaactcc
ggtttgagcc
gcccaggctg

ctgggattac
ggggtttcac
atcggcggcec
ttttttattt
agtgctgtca
agtctcccag
tttttgtaga
gcgatctgcc
ggccaggcct
tcacttgagyg
aaaaaaatac
atgctgaggg
tgccactgga
tttttttttt
aaagttttat
ctatccttga
aaaaataaca
aggctgaggce
gagaccccca
ggcacagtgg
tgaggtcagy
tacaaaaatt
agcacgagaa
gcactccagce
tatcagattc
tgacctggcce
ttcgtttgtc
gacttttagce
tttttttttt
ggaaactgcc
aattaatcgce
cattcattca
tcaaattcct
gcatgagcca
tgttgaatgg
gcctgggaca
tgctgggcat
cttttcttcet
tagagtgcag
ctcctgcctce
tttttgtatt
tgacctcagg
actgggcctg
gagtgcaatg
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aggcacccac
tatgttgggce
tcccaaagtg
ttattttttt
tggctcactg
gtagctggga
gacagggttt
caccttggcc
ggtggctcat
tcaggagttc
aaaaattacc
tggagaattg
ctccagcctc
tttcaaatca
tggagccagt
aaattttgat
tattaaaggc
gggagacttyg
tctctaaaaa
ctcacacctg
agtttgagac
agccaggcgt
tcgcttgaat
ctggaggaca
ctaagctttt
tcactgtect
caccagaggg
aaacaaacaa
ttggttccag
tgggagaggc
ttcacagacc
ttcatttatg
ggcctcaagt
ccgtgcectag
cccaggtcca
gttgatgcag
tgtggggtce
ttttttttet
tggtgcgatc
agcctcctga
tttagtagag
caacctgccc
gccttttttt

gcgcgatctt

caccataccc
aggctggtct
ctggggattg
gggacacggt
cagcctcaac
ctacaggcat
caccttgtgg
tcccaaagtyg
gcctgtattc
gagactagcc
tgggcacagt
cttgaacctg
agtgacagag
tcacactaca
ggaccagtga
attttgttca
tggtgtggag
cttgagccca
taaaaataat
taatcccagc
cagcctggcce
ggtggcaggt
ccaggaggcg
agagtgaaac
tggctccecce
ccctggatgt
cgcccaaact
aaaaaaatgg
agtagctgaa
tgagaaacct
agcccatcca
tagagacgag
gatcctcctg
ctctagtgga
cttgtatggt
gacaatcagc
gaaggtggct
tttttrtttt
tcagctcccc
gtagctggga
acagggtttc
acctcagcct
tttttttttg

gactcactgc



37861
37921
37981
38041
38101
38161
38221
38281
38341
38401
38461
38521
38581

aactccattt
caggtgcatg
tgttgatcat
aagtgttggg
aaatgcacaa
agcctctgca
gggctcggty
ttgaggccag
cacaaaaaga
gcecgtgtgyg
cgctttcectg
acctgggect
tgagaagaag

cccgggttca
ccaccacgge
gctggtctca
attacaggtg
gtaggttgac
gccctccccet
gctcatttct
gagttcaaga
accttcttaa
cctctcacag
ccgtgaccac
cactcttgct

cccagtageg
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agtgattctc
cagctaattt
aactcctgac
tgagccaccg
aagaatttca
aaagactcat
gtaatccctg
caagecctggg
accggaattg
acttgggaag
cgtcctetge
tctctecectge
tgagggctct

ctccctcage
tgtattttta
cttaggtgat
cgcccagacc
cctgcaacct
caatgtgagg
cactttggaa
caacatagcc
agtcctacaa
ttctccaagt
ctgctccatt

agctctgggc

ctcccaagta
gtagagacag
ctgcccgect
aaaatatgct
tgtcaaccac
ctcaagaacc
ggctgaggca
agacctctgt
cctcgataac
gtccagggag
tcttggtgge
gacgttgctg

gctgggatta
ggtttcacta
tagcctccca
cattttaata
ctagaataaa
ttcttaggcet
ggaggatctc
ttctatcccc
tcacaaataa
atgtgccagg
cttcctttag

gcagaggaaa

gtccattgtc

ctccccatecg

38641
38701
38761
38821
38881
38941
39001
39061
39121
39181
39241
39301
39361
39421
39481
39541
39601
39661
39721
39781
39841
39901
39961
10021
40081

gccggtecce
gttgggcctyg
ccccacggec
atggaggatg
tctggggaac
ccatgctcat
agaaaaaaga
tgcagtggca
cctcagectc
tcacagccct
ggcgtggetce
ggtggcttat
tcaggagttc
aaattagcectg
aggatcgett
cagcctggtg
atgcatagat
caggctggag
caattctcct
gctaattttt
tcgaactctt
gtgagccacc
aaggttatgg
ggggcagcetg
ggggtcttcc

cagecgteccee
ttcacttttt
tctcctggcet
tggagctggg
tggttccctt
cctaactcgg
aatttaattt
ccatcatgcc
ctgagtagct
gtgtgtggct
acccagtggg
gcctgtaatc
gagaccaacc
ggcaggtggce
gaacctggga
acagagcaag
ttgcctcttt
tacagtggct
gcctcagect
gtatttttag
gacctcatga
aggcccaggce
tacgatgccc
tgtgacagag
ttctatggaa

caggtcacag
ctcctggaca
tggggctgac
tccegtgetg
gcagggggcet
ttaccatcac
ttttgagaga
tcgctgcage
ggtgcaagcc
aatcctggac
cttcaggtta
ccagcacttt
tgggcaacat
acgtgcctgt
ggtcgaggtt
accccgtctce
tctgtttgtt
caacctcggce
cctgagtagc
tagagactga
tccgeeccgec
cgcaaggcga
gtgttttcac
cgtgcctcte

gaactggcgg

cctccegeta
gggaacagcc
agtgacaaga
tggaatagcc
gtgtggagag
atctcttttt
cagagtcttg
ctcaatgtct
actatacccc
agaaatctag
gatatttctt
gggaggctga
ggcgaaaccc
ggtaccagct
gcagtgaact
aaaaaaaaaa
tgttttgaga
tcactgcaac
tgggactaca
ctgggtttca
tcagcctccce
tctctaaaca
tccagccacyg

cctacagtgc

tgtgacctcg
ccactggtgt
tcagacagct
tcaccgagat
gcgcgectcte
tctttttttc
ctctgtcacc
gggctcaagc
acttcctatt
aagaagtcag
atacttatga
agtgggtgga
tgtttctaga
acttgagggc
gagatcatgt
aaagaaagaa
tggagtctcg
ctctgecctece
ggcgcccgcc
tcatgttggce
aaaatgctgg
aacataaaag
gagctgggtc
tecctegtett

gtaagcgcgyg
tgcctggctg
cctttatcac
aaggggtcag
ttgagtgcct
cctgecctcac
ttaaatttta
caggctggag
gatcctccca
tcttaaaaag
ctacttctgg
ggctgggtgt
ttgcttgggc
aaaggtacaa
ctgaggcagg
cactgcactc
aaaaattctt
ctctgtcgcec
cgggttcaag
accatgccca
caggctggtc
gattacaggc
accaggagtc
tctggtctcyg
cctttgecctg

cttaagaaca

tcaacagcat

caactttgac

40141

aaccccegtet

atcagaagac

cacagaggat

gaggtccaca

tttgccacaa

ccaggacyge

10201

tacagctacc

cctcagtgag

40261
40321
40381
40441

ccagctggag
gaggacagca
ttggtggtgt

caaagaaagt

gcatatgatc
ttaggtgaat
agaggaatgt

caaaaggagt

tgaccctctc
ctcaagggac
gcttctgtgce
tggataagca
tcagaggccg

tagaaagcca
caggccgagg
gctcattcag
aatagagagc

ggcgcggtgg

88

gagcccatgg
cttcceccage

aatgtcagcg
tccatcagat

ctcatgcctg

cggcccecctc
cctccagatc
gacaatggcc
ggtgacaggg

taatcccagg



40501
40561
40621
40681
40741
40801
40861
40921
40981
41041
41101
41161
41221
41281
41341
41401
41461
41521
41581
41641
41701
41761
41821
41881
41941
42001
42061
42121
42181
42241
42301
42361
42421
42481
42541
42601

42661

42721
42781
42841
42901
42961
43021
43081

actttgggag
atcatgacaa
cgcctgtaat
agaggttgca
ctccatctca
tgatcccaga
agcctgggeca
tgatgagcgc
ggtaggagat
agagcaagcc
aggagggagyg
agagtctctc
tctgecctect
ttacaacact
gcccagactyg
gctgggattg
taggtagcct
cctgttgggt
ggctaccagg
ctgagagcgg
gggaacatgc
tggcctccag
ggcagagaca

gccgaggctg
aaccccgtct
cccagctact
gtgagccgag
aaaaaaaaaa
acttggggag
gcacagcaag
ctagttccag
tgagactgca
cttgtctctt
aagggagagg
tctgtcaccc
gggttcaagc
atgcccgggt
gtctcgaact
caggcgtgag
tctctgaacc
ttgaggcecgt
caggttgtgce
tgggaagtga
ttggggatca
ccgtgtttec

gatggtcagt
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gcggatcacc
ctattaaaaa
cgggaggccg
atcgcgccac
aaaaaggagt
gttgaggcag
accccatctce
ctactaggga
gtgacttgtg
aaaaaaaaaa
aggtgtttta
aggttggagt
aattcttatg
aatttttgta
cctgacctca
ccactgcgcce
aggagaacag
tgtagctgga
agagccttgt
ctgaatccgyg
ggctggggga
tgaatgctgyg

tgaagtcagg
tacaaaaaat
aggtagaaaa
tgcattccag
tcagaggecce
gagaatcacc
tgcaaaaaat
ggctéaggca
attgcgtcac
aaaaattcaa
tttttttgct
gcagtgctgt
cctcagectce
tttttagtag
agtgatccac
cgccttgate
cctgtgcgaa
gcaaacagag
gggccactgg
tactcaccgt
ggctgccagg
actgatagtt

ctggaggatyg acgtggcgtyg

agtttgagac
tagccaggcg
atcgcttgaa
cccgggaggce
ggcatggtgg
tgagctcaga
aaaaatttag
ggaggattgce
tgcgctccag
agaagggttt
tttatttttt
gatcttggct
agecctectga
agacgaggtt
ccgecttggce
tttacacaag
ggcectgagyg
agaggggtaa
ggaggacttt
ctccctctgg
cccaggaggt
tccgetgtte

aacatctgcec

tcecctgececa
accaaagcat
ggcttcggac
tgaaggataa
agttttgagt
gatgtcaggc
acccectgge
cgtgtttacc
ccccgaatca
aaagggattc
tcattcacca
atttattaag
aggtgtggct
tceccgtggtce
gtgttattat
aagcccgtgt
gtgatcgtga
acttctatgc
gtttaaaaca
gggaggccga

gaaaccccgt

gaacccttcce
tgcctgccag
agtgcccatg
gagaaacagg
ttctctccac
ccagagaagc
cctgecctcat
tcttctatge
tgacccaccc
atggcgtcgg
aatgatgcca
tgcctgagac
gtcaggacac
tccttgecact
tttgcactgt
caatgaatgc
atatcgagaa
aaatgcctcc
tgcacggtga
ggcgggtgga

ctctactaaa

tgagacctcg
agctttgttt
caatggcttg
cccgggggga
cgtgacacaa
aagtggcttt
ccaccaatct
aagccttgcet
agtgtctttc
aaatgatctg
cttcccagag
acccggttac
cagcctggtyg
ttctcagttce
tttctgtcgt
cggggacaga
ctgccattgt
aagccattca
ggccgggcege
tcatgaggtc

aatacaaaaa

ccggeccttgt
tatatattta
ggttgggatt
ccaggatgac
tcctcaaaca
caacacacaa
ctaagccaaa
agacagccag
gaggtgggtt
gctgaatccg
gcagagcctg
cttggccgtg
cccatcétcc
agagttgtac
gtgtgttggg
gaggggcagg
cgtctttatg
cttccccaat
agtggctcac
aggagatcga
attagccggg
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tttattcaaa
ttcatctggg
ttggtttectt
acctccattt
tggaagatga
cagcagatgg
cccctaaact
gttagccttt
tgtaccttcc
tggtggcacc
agtcactggt
aggacacgtg
cgacccctac
actgtgtaca
atgggatccc
ttgaccggga
tccgcccacc
cttgtegttg
gcctgtaatc
gaccatcctg

cgtggtggcg

cagcttggcce
tgggagtggg
cctaggaggc
aagagcaaaa
ttcacacatg
gttcaagacc
cccagtgtgg
ttgaggctaa
cctgggtgac
ccagagggcc
attttgagac
cactgcaact
gtagctggga
tcgccatgtt
ctccccacgt
gggtttaggg
ctggaccgtg
aaaggcagga
ggcttttgcc
cggctecctygy
gagaagtagg
accatttgtt
tggagtcccg
gacagagaag
aggcagaaca
cctttcctcg
ctctccagga
aaggggaggg
caccaacggyg
caggagtcaa
gcecctgtecac
ttaagccagg
gagaccaaac
cacccttaat
gcctgcacec
ccacttccat
tttggcattt
aggccaggga
cttcaaagcc
tagtgcttce
atgggtatgt
ccagcacttt
gctaacacgt

ggcacctgta



43141
43201
43261
43321
43381
43441
43501
43561
43621
43681
43741
43801
43861
43921
43981
44041
44101
44161
44221
44281
44341

gtcccagcta
cagtgagccg
ccgtctcaaa
ctggccaggce
tcgtgagcta
ttaaaaaatg
ggctgagctg
tcccatctet
gatcccaget
gcagtgagcece
cagaaataca
caggttcttt
cctccgtcag
aacactgtgt
aaatgcgtcce
tgaaactgtt
ttgcaaaccc
tattgecctct
tgcaacgcett
ggtgtcactt

caattaaatt

ctegggagge
agattgegec
aaaaaaaaac
atggcgaggc
tgattatgcc
aatttggcca
gatcacttga
acaaaaacca
acttgggagg
atgatcgagce
actataaaaa
ctgaaatcgc
actcccgcgt
cccccccagt
ctgtacagat
atcacttata
tggttgectgt
gaaatgcctc
tttgggagaa
tttaaaccac

tcttaaatg
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tgaggcagga
actgcagtcc
aaaaaaaaac
tgaggtggga
actgctttcc
gacacaggtg
gttcaggagt
aaaagttaaa
ctgaggcagg
cactgecacte
aataaataaa
cgtgttactg
gaagatgtca
gcagggaacc
agtggggatt
tatatatata
atttgttcag
ttctttatgt
tgatgtcccc
tgtatagaag

gaatggtgtg
gcagtctgge
catgcatggt
ggatggtttg
agcctgggca
cctcacgcect
tggagaccag
aatcagctgg
aggatcgcct
cagectggge
tccteccagtce
ttgcactgat
caagggattg
gtgataagcce
ttttgttatg
tacacacata
tgactattct
acaaagatta
gttgtatgta
gtttttgtag

aacccgggaa
ctgggcgaca
gcatcagcag
agctcaggca

acatagtaag

gtaatcccag’

gcctgagcaa
gtacggtggce
gagcccagga
aacagatgaa
tggatcgttt
gtccggagag
gcaattgtcc
tttctggttt
tttgcacttt
tatataaaat
cggggecctg
tttgcacgaa
tgagtggctt

cctgaatgtce

Sekvens del ADNc del receptor de LDL humano (NM_000527)

Zona codificante subrayada.

gcggagcttg
gagcgagact
cccatggect
tttgaggctg
accccatctc
cactttggga
caaagcgaga
acgtgcctgt
ggtggaggtt
gaccctattt
gacgggactt
acagtgacag
ccagggacaa
cggagcacgt
gtatattggt
ctatttattt
tgtagggggt
ctggactgtg
ctgggagatg
ttactgtgat

1 gccccgagtg caatcgcggg aagccagggt ttccagctag gacacagcag gtcgtgatcc

61
121

gggtcgggac actgcctggce
tggacegteg ccttgetect

agaggctgcg
cgcegeggcg

agcatggggc cctggggctg

gaaattgcgc

actgcag t cgaca

g

181

aacgagttcc

agtgccaaga

cgggaaatgc

at aaaga

atctcctaca agtgggtcetg cgatggcagc

241

gctgagtgee

aggatggcte

tgatgagtcc

caggagacgt

gcttgtcetgt

cacctgcaaa

301

tcecggggact

tcagctgtgg gggccgtgtce

aaccgctgca

ttcctcagtt

ctggaggtge

361

gatggccaag tggactgcga

caacggctca

gacgagcaag

gctgtcccece

caagacgtgce

421

tceccaggacg agtttcgetg

ccacgatggqg

aagtgcatct

ctcggcagtt

cgtctgtgac

481

tcagaccggg actgcttgga

cggctcagac

gaggecctact

gcceggtgct

cacctgtggt

541

cccgccaget teccagtgcaa

cagctceccacc

tgcatceccce agctgtggge

ctgcgacaac

601
661

acceccgact gcgaagat

ttccaaggqqgg acagtagcce

ctcggatga

ctgetecggee

tggccgcage gectgta

tectttacgt

ttegagttee actgccectaag tggcecgagtge

721

atccactcca gctggegetg

tgatggtgge

cccgactgca aggacaaatc

tgacgaggaa

781

aactgcgectg tgg cctg

t ctgac

> |

gaattccagt gctctgatgg

aaactgcatc

841

catggeagee ggcagtgtga

ccegggaatat

gactgeaagg acatgagega

tgaagttgge

901

tgcgttaatg tgacactctg

cgagggacee

aacaagttca agtgtcacag

cggcgaatgc

961

atcaccctgg acaaagtctg

caacatggct

agagactgcc gggactggtc

agatgaacce

1021

atcaaagagt gcgggaccaa

cgaatgcttg

gacaacaacg gcggctgttc

ccacgtctgce

90
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1081 aatgacctta agatcggcta cgagtgcctg tgccccgacg

gcttccaget ggtggcccag

1141

cgaagatgcg aagatatcga tgagtgtcag gatcccgaca

cctgcagecca gctctgegtg

1201

aacctggagg gtggctacaa gtgccagtgt gaggaaggct

tccagctgga cccccacacg

1261

aaggcctgeca aggctgtggg ctccatcecgcec

tacctcttct

tcaccaaccg gcacgaggtc

1321

aggaagatga

cgctggaccg gagcgagtac

accagcctca

tccccaacct

gaggaacgtg

1381

gtecgectctgg

acacqggaggt ggccagcaat

agaatctact

ggtctgacct

gtcccagaga

1441

atgatctgca

gcacccagcect

tgacagagcc

cacggcgtct

cttcctatga

caccgtcatc

1501

agcagggaca

tccaggcccc

cgacgggctg getgtggact

ggatccacag.

caacatctac

1561

tggaccgact

ctgtcctggg

cactgtctct

gttgcggata

ccaagggcgt

gaagaggaaa

1621

acgttattca

dgggagaacgg

ctccaagcca

agggccatcg tggtggatcc

tgttcatggc

1681 ttcatgtact ggactgactg

gggaactccc

gccaagatca

agaaaggggyg

cctgaatggt

1741

gtggacatct

actcgctggt

gactgaaaac

attcagtggc

ccaatggcat

caccctagat

1801

ctcctcagtyg

gccgectcecta

ctgggttgac

tccaaacttc

actccatctc

aagcatcgat

1861

gtcaatgggg

gcaaccggaa

gaccatcttg

gaggatgaaa

agaggctggc

ccaccccttc

1921

tccttggecg

tctttgagga

caaagtattt

tggacagata

tcatcaacga

ageccatttte

1981

agtgccaacce

gcctcacagg

ttccgatgtc

aacttgttgg

ctgaaaacct

actgtcccca

2041

gaggatatgg

tcctcttcca

caacctcacc

cagccaagag

gagtgaactg

gtgtgagagg

2101

accaccctga

gcaatggcgg

ctgccagtat

ctgtgcctce

ctgccccgea

gatcaacccc

2161

cactcgccca

agtttacctg

cgcctgececcg

gacggcatgc

tgctggccag ggacatgagqg

2221

agctgcctca

cagaggctga

ggctgcagtg

gccacccagg

agacatccac cgtcaggcta

2281

aaggtcagct

ccacagccgt

aaggacacag

cacacaacca

cccggcctgt tcccgacacce

2341

tcceggctge

ctggggccac

ccctgggcetc

accacggtgg

agatagtgac aatgtctcac

2401

caagctctgg

gcgacgttge

tggcagagga

aatgagaaga

agcccagtag cgtgagggcet

2461

ctgtccattg

tcctcececat

cgtgctcctc _gtcttccttt

gectgggggt

cttccttcta

2521

gaacatcaac agcatcaact

ttgacaaccc

-tggaagaact ggcggcttaa

cgtctatcag

2581

aagaccacag aggatgaggt

ccacatttgce

cacaaccagg acggctacag

ctacccctcg

2641 agacagatgg tcagtctgga ggatgacgtg

gcgtgaacat

2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661

gcccagaacc
agcattgcct
cggacagtgc
ataagagaaa
gagtttctct
aggcccagag
tggccctgee
tacctcttct
atcatgaccc
attcatggcg
accaaatgat
taagtgccectg
ggctgtcagg
ggtctccttyg
ttattttgca
gtgtcaatga
gtgaatatcg

cttcctgaga
gccagagctt
ccatgcaatg
caggcccggg
ccaccgtgac
aagcaagtgg
tcatccacca
atgcaagcct
acccagtgtc
tcggaaatga
gccacttccc
agacacccgg
acaccagcct
cactttctca
ctgttttctg
atgccgggga

agaactgcca

cctcgeccgge
tgttttatat
gcttgggttg
gggaccagga

acaatcctca
ctttcaacac
atctctaagc
tgctagacag
tttcgaggtg
tctggctgaa
agaggcagag
ttaccttggce
ggtgcccatc
gttcagagtt
tcgtgtgtgt
cagagagggg
ttgtcgtctt

cttgttttat
atttattcat
ggattttggt
tgacacctcc
aacatggaag
acaacagcag
caaaccccta
ccaggttage
ggtttgtacc
tccgtggtgg
cctgagtcac
cgtgaggaca
ctccecgaccce
gtacactgtg
tgggatggga
caggttgacc
tatgtccgcecc
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ctgcctggag
tcaaagacag
ctgggaggca
ttctteccttt
atttctctcc
atgaaagggc
atggcaccaa
aactcaggag
ctttgcccetg
ttccttaagce
caccgagacc
cggtcaccct
cgtggectgce
ctacccactt
tacatttgge
tcccaggcca
gggacttcaa

cacctagtgc

tccecgeccct
agaagaccaa
gaacaggctt
cctgtgaagyg
aggaagtttt
aggggatgtc
cgggaccccc
tcaacgtgtt
tcacccccga
caggaaaggg
aaactcattc
taatatttat
acccaggtgt
ccattcccgt
atttgtgtta
gggaaagccc
agcecgtgatce
ttccacttct



3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161

atgcaaatgc
aacatgcacg
gccgaggcegy
ccececgtectet
cagctactcg
gagccgagat
ctcaaaaaaa
gccaggecatg
tgagctatga
aaaaatgaat
tgagctggat
catctctaca
cccagctact
gtgagccatg
aaatacaact
ggttctttct
tccgtcagac
cactgtgtcc
atgcgtccct
aaactgttat
aaaccctggt
gcctctgaaa
acgctttttg
tcacttttta
taaatttctt

ctccaagceca
gtgaggccgg
gtggatcatg
actaaaaata
dggaggctgag
tgcgccactg
acaaaacaaa
gcgaggctga
ttatgccact
ttggccagac
cacttgagtt
aaaaccaaaa
tgggaggctg
atcgagccac
ataaaaaaaa
gaaatcgccg
tceccgecgtga
ccccecagtge
gtacagatag
cacttatata
tgctgtattt
tgcctcttct
ggagaatgat
aaccactgta

aaatg

ttcacttccc
gcgecagtgge
aggtcaggag
caaaaaatta
gcaggagaat
cagtccgcag
aaaaaaccat
ggtgggagga
gctttccagc
acaggtgcct
caggagttgg
agttaaaaat
aggcaggagyg
tgcactccag
taaataaatc
tgttactgtt
agatgtcaca
agggaaccgt
tggggatttt
tatatataca
gttcagtgac
ttatgtacaa
gtcccecgttg
tagaaggttt
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caatcttgtce
ctcacgectg
atcgagacca
gcecgggcedeg
ggtgtgaacce
tctggectgg
gcatggtgca
tggtttgagce
ctgggcaaca
cacgcctgta
agaccaggce
cagctgggta
atcgcctgag
cctgggcaac
ctccagtctyg
gcactgatgt
agggattggce
gataagcctt
ttgttatgtt
cacatatata
tattctcggg
agattatttg
tatgtatgag
ttgtagcctg

Proteinsekvens del receptor del LDL humano

NP_000518

Secuencia proteinica de la proteina precursora (1-860).

015713

gttgatgggt
taatcccagc
tcctggctaa
gtggtgggca
cgggaagcgg
gcgacagagce
tcagcageccc
tcaggcattt
tagtaagacc
atcccagcac
tgagcaacaa
tggtggcacyg
cccaggaggt
agatgaagac
gatcgtttga
ccggagagac
aattgtcccc
tctggtttcg
tgcactttgt
taaaatctat
gccctgtgta
cacgaactgg
tggcttctgg

aatgtcttac

atgtgtttaa
actttgggag
caaggtgaaa
cctgtagtcce
agcttgcagt
gagactccgt
atggcctctg
gaggctgtcg
ccatctctta
tttgggaggc
agcgagatcc
tgcctgtgat
ggaggttgca
cctatttcag
cgggacttca
agtgacagcc
agggacaaaa
gagcacgtaa
atattggttg
ttatttttgce
gggggttatt
actgtgtgca
gagatgggtg
tgtgatcaat

1 mgpwgwklrw tvalllaaag tavgdrcern efqcgdgkci sykwvcdgsa ecqgdgsdesq

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781

841

etclsvtcks
cisrqgfvcds
parcrglyvf
fgcsdgncih
derdwsdepi
pdtcsqglevn
slipnlrnvv
vdwihsniyw
kikkgglngv
dekrlahpfs
prgvnwcert
tgetstvrlk

ekkpssvral

ngdgysypsr

gdfscggrvn
drdcldgsde
ggdsspcsaf
gsrqcdreyd
kecgtnecld
leggykcgce
aldtevasnr
tdsvlgtvsv
diyslvteni
lavfedkviw
tlsnggcqyl
vsstavrtgh

sivlpivllv

gmvsleddva

Secuencias de ARNhc

rcipqgfwred
ascpvltcgp
efhclsgeci
ckdmsdevgc
nnggcshven
egfgldphtk
iywsdlsgrm
adtkgvkrkt
gwpngitldl
tdiineaifs
clpapginph
tttrpvpdts
flclgvfllw

gqvdcdngsd
asfgcnsstc
hsswrcdggp
vnvtlcegpn
dlkigyeclc
ackavgsiay
icstgldrah
lfrengskpr
lsgrlywvds
anrltgsdvn
spkftcacpad
rlpgatpglt

knwrlknins

eqgcppktcs
ipglwacdnd
dckdksdeen
kfkchsgeci
pdgfqlvaqr
lfftnrhevr
gvssydtvis
aivvdpvhgf
klhsissidv
llaenllspe
gmllardmrs
tveivtmshqg

infdnpvygk

gdefrchdgk
pdcedgsdew
cavatcrpde
tldkvcnmar
rcedidecgd
kmtldrseyt
rdigapdgla
mywtdwgtpa
nggnrktile
dmvlfhnltg
clteaeaava
algdvagrgn
ttedevhich

ARNpi con sitios diana en la secuencia del ARNm del receptor de LDL porcino.
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Base de inicio en la secuencia Secuencia
AF065990 del ADNc porcino

Diana 1 763

Diana 2 889

Diana 3 1150

| Diana 4 1308

Diana 5 1309

' Diana 6 1439

| Diana 7 1553

| Diana 8 1814

Secuencia pSUPER:.retro.puro

Sitios de restriccion utilizados

Bglll: 1447

Xhol: 1420

Los numeros se refieren a la secuencia original pSuper.retro.puro

SECUENCIA pSUPER:.retro.puro:

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381

TGAAAGACCC
GGAAAATACA
GAATATGGGC
ACAGATGGTC
CCAGGGTGCC
GCTTCTCGCT
CTCACTCGGC
AAGCCTICTITG
GATTGATIGA
Ccccrgecea
TIGTICIGICTC
ACTAGTTAGC
CACCCGGCCG
CCTGAGGAAG
ACGAGAACCT
GCCGCGCGTIC
TGITTICIGTA
TAGGTCACTG
GACGTTIGGGT
ACGGCACCTT
CGCATGGACA
CCCCTCCCTG
CCCCGICICT
CCCTCACTICC

CACCTGTAGG
TAACTGAGAA
CAAACAGGAT
CCCAGATGCG
CCAAGGACCT
TCTGTTCGCG
GCGCCAGTCC
CIGTTTGCAT
CTGCCCACCT
GGGACCACCG
TGTCITTIGTG
TAACTAGCTC
CAACCCTIGGG
GGAGTCGATG
AAAACAGTTC
TTGTCIGCTG
TTTGTCTGAA
GAAAGATGTC
TACCTTCIGC
TAACCGAGAC
CCCAGACCAG
GGTCAAGCCC
CCCCCTTGAA
TTCTICTAGGC

TTTGGCAAGC
TAGAGAAGTT
ATCTGTGGTA
GTCCCGCCCT
GAAATGACCC
CGCTTCIGCT
TCCGATAGAC
CCGAATCGTG
CGGGGGTICTT
ACCCCCCCGC
CGTGTTTIGTIG
TGTATCTIGGC
AGACGTICCCA
TGGAATCCGA
CCGCCTCCGT
CAGCGCTGCA
AATTAGGGCC
GAGCGGATCG
TCTGCAGAAT
CTCATCACCC
GICCCCTACA
TTTGTACACC
CCTCCTICGTT-
GCCGGAATTA

TAGCTTAAGT
CAGATCAAGG
AGCAGTTICCT
CAGCAGTTIC
TGIGCCTTAT
CCCCGAGCTC
TGCGTCGCCC
GACTCGCTGA
TCATTTGGAG
CGGGAGGTAA
CCGGCATICTA
GGACCCGTGG
GGGACTTTGG
CCCCGTCAGG
CTGAATTTTT
GCATCGTTCT
AGACTGTITAC
CTCACAACCA
GGCCAACCTT
AGGTITAAGAT
TCGTIGACCTG
CTAAGCCTCC
CGACCCCGCC
GATCGATICTC

AACGCCATTT
TTAGGAACAG
GCCCCGGCTIC
TAGAGAACCA
TTIGAACTAAC
AATAAAAGAG
GGGTACCCGT
TCCTTGGGAG
GITCCACCGA
GCTGGCCAGC
ATGTTTIGCGC
TGGAACTGAC
GGGCCGTTTIT
ATATGTGGTT
GCTITICGGTT
GIGTTIGICTC
CACTCCCTTA
GTCGGTAGAT
TAACGTCGGA
CAAGGTICTTIT
GGAAGCCTIG
GCCTCCTICTT
TCGATCCTICC

TGCAAGGCAT
AGAGACAGCA
AGGGCCAAGA
TCAGATGTTT
CAATCAGTTC
CCCACAACCC
ATTCCCAATA
GGICICCTICA
GATTTGGAGA
GGTICGTITTICG
CTGCGICIGT
GAGTTCTGAA
TGTGGCCCGA
CTIGGTAGGAG
TGGAACCGAA
TGTCTIGACTG
AGTTTGACCT
GTCAAGAAGA
TGGCCGCGAG
TCACCTGGCC
GCTTTTGACC
CCTCCATCCG
CTTITATCCAG

a) Secuencia original pPSUPER.retro.puro TCGAGGTCGA CGGTATCGAT AAGCTTA

b) Después de la division (Bglll og Xhol) y la insercién de oligo ADN en T1

TCGAGAAAAA TGTCAAAGCG GCGAGIGCAT TCAAGAGATG CACICGCCGC
TTTGACAGGG
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c) Similar para T2-T8

1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621

GAT
CGTTTATGGT
CTGICCCTICA
ACACTGGGCC
TAGGGGAGGC
CTITGGCGCTA
AACCGGCTICC
AGTTCCCCCC
TCACTAGICT
GCAGCGGCCA
GGTCCGGGGG
GAGGCCCGGC
CATCTCCGGG
CGGTGCGCCT
TCGCCGACTA
CCGAGCTGCA
CGGACGACGG
TGTTICGCCGA
AACAGATGGA
CCGTCGGCGT
GAGTGGAGGC
ACCTCCCCIT
GACCGCGCAC
AGCGCCCGAC
GTICTICCAGAA
ATCAGATGTT
CCAATCAGTIT
GCCCACAACC
TGTATCCAAT
GGTCTCCTCT
GAAGTTGGAG
AGCCACTIGTT
AGAAGAGCTG
TTATCCGCTC
TGCCTAATGA
GGGAAACCTG
GCGTATTGGG
GCGGCGAGCG
TAACGCAGGA
CGCGTTIGCTIG
CTCAAGTCAG
AAGCTCCCTIC
TCICCCTICG
GTAGGTCGTT
CGCCTTATCC
GGCAGCAGCC
CTTGAAGTIGG
GCTGAAGCCA
CGCTGGTAGC
TCAAGAAGAT
TTAAGGGATT
AAAATGAAGT
ATGCTTAATC
CTGACTCCCC

CTGIGGTICTC
GATTTCCCAG
CAGCCATCTT
CGCGATTCCT
GCTTTTCCCA
CACAAGTIGGC
GTTCTTTGGT
CGCCCCGCAG
CGTGCAGATG
ATAGCAGCTT
CGGGCTCAGG
ATTCTGCACG
CCTTICGACC
CGCCACCCGC
CCCCGCCACG
AGAACTCTTC
CGCCGCGGTG
GATCGGCCCG
AGGCCTCCIG
CTCGCCCGAC
GGCCGAGCGC
CTACGAGCGG
CTIGGTGCATG
CGAAAGGAGC
AAAGGGGGGA
TCCAGGGTGC
CGCTTCTICGC
CCTCACTICGG
AAACCCTICTT
GAGTGATTGA
AACAACATTC
TTGAATCCAC
GGGAGAATTA
ACAATTCCAC
GTGAGCTAAC
TCGTGCCAGC
CGCTCTTCCG
GTATCAGCTC
AAGAACATGT
GCGTTTTITCC
AGGTGGCGAA
GTGCGCTICTC
GGAAGCGTGG
CGCTCCAAGC
GGTAACTATIC
ACTGGTAACA
TGGCCTAACT
GTTACCTICG
GGTIGGTTTTIT
CCTITTGATCT
TIGGTCATGA
TTTAAATCAA
AGTGAGGCAC
GTCGTGTAGA

ES 2547015713

ATACAGAACT
AACACATAGC
CCTGCCAGGG
TGGAGCGGGT
AGGCAGTICTG
CICIGGCCIC
GGCCCCTICG
CTCGCGTCGT
GACAGCACCG
TGCTCCTTICG
GGCGGGCTICA
CTTCAAAAGC
TGCAGCCCAA
GACGACGTCC
CGCCACACCG
CTCACGCGCG
GCGGTCTGGA
CGCATGGCCG
GCGCCGCACC
CACCAGGGCA
GCCGGGGTIGC
CTCGGCTTCA
ACCCGCAAGC
GCACGACCCC
ATGAAAGACC
CCCAAGGACC
TTCIGTTCGC
CGCGCCAGTC
GCAGTTGCAT
CTACCCGICA
TGAGGGTAGG
ATACTICCAAT
ATTCGTAATC
ACAACATACG
TCACATTAAT
TGCATTAATG
CTTCCTICGCT
ACTCAAAGGC
GAGCAAAAGG
ATAGGCTCCG
ACCCGACAGG
CIGTTCCGAC
CGCTTTCICA
TGGGCIGIGT
GICTTIGAGIC
GGATTAGCAG
ACGGCTACAC
GAAAAAGAGT
TTGTTIGCAA
TTTCTACGGG
GATTATCAAA
TCTAAAGTAT
CTATCTCAGC
TAACTACGAT

TATAAGATTC
GACATGCAAA
CGCACGCGCG
TGATGACGTC
GAGCATGCGC
GCACACATTIC
CGCCACCTTC
GCAGGACGTG
CTGAGCAATG
CTTICTGGGC
GGGGCGGGGC
GCACGTCTGC
GCTAGCTTAC
CCAGGGCCGT
TCGATCCGGA
TCGGGCTCGA
CCACGCCGGA
AGTTGAGCGG
GGCCCAAGGA
AGGGTCTGGG
CCGCCTTCCT
CCGTCACCGC
CCGGTGCCTG
ATGCATCGAT
CCACCIGTAG
TGAAATGACC
GCGCTTCTGC
CTCCGATAGA
CCGACTIGTG
GCGGGGGICT
AGTCGAATAT
ACTCCTGAAA
ATGGTCATAG
AGCCGGAAGC
TGCGTTGCGC
AATCGGCCAA
CACTGACTCG
GGTAATACGG
CCAGCAAARAG
CCCCCCTGAC
ACTATAAAGA
CCTGCCGCTIT
TAGCTCACGC
GCACGAACCC
CAACCCGGTA
AGCGAGGTAT
TAGAAGGACA
TGGTAGCTCT
GCAGCAGATT
GICTGACGCT
AAGGATCTIC
ATATGAGTAA
GATCTGTICTA
ACGGGAGGGC

94

CCAAATCCAA
TATTGCAGGG
CTGGGTGTITC
AGCGTTICGAA
TTTAGCAGCC
CACATCCACC
TACTCCTCCC
ACAAATGGAA
GAAGCGGGTA
TCAGAGGCTG
GGGCGCCCGA
CGCGCTIGTIC
CATGACCGAG
ACGCACCCTC
CCGCCACATC
CATCGGCAAG
GAGCGTCGAA
TTCCCGGCTIG
GCCCGCGTIGG
CAGCGCCGTC
GGAGACCICC
CGACGTCGAG
ACGCCCGCCC
AAAATAAAAG
GTTTGGCAAG
CTGTGCCTTA
TCCCCGAGCT
CTGCGTICGCC
GTCTCGCTIGT
TTCATGGGTA
TAAGTAATCC
TAGTITCATTA
CTGTTTCCIG
ATAAAGTIGTIA
TCACTGCCCG
CGCGCGGGGA
CTGCGCTICGG
TTATCCACAG
GCCAGGAACC
GAGCATCACA
TACCAGGCGT
ACCGGATACC
TGTAGGTATC
CCCGTTCAGC
AGACACGACT
GTAGGCGGTIG
GTATTITGGTA
TGATCCGGCA
ACGCGCAGAA
CAGTGGAACG
ACCTAGATCC
ACTTIGGICIG
TTTCGTTCAT
TTACCATCTG

AGACATTTICA
CGCCACTCCC
CCGCCTAGIG
TTCTACCGGG
CCGCTGGGCA
GGTAGGCGCC
CTAGTCAGGA
GTAGCACGTIC
GGCCTTTGGG
GGAAGGGGTG
AGGTCCTCCG
TCCICTTCCT
TACAAGCCCA
GCCGCCGCGT
GAGCGGGTCA
GTGTGGGTCG
GCGGGGGCGG
GCCGCGCAGC
TICCTGGCCA
GTGCTCCCCG
GCGCCCCGCA
GTGCCCGAAG
CACGACCCGC
ATTTTATTTA
CTAGAGAACC
TTITGAACTAA
CAATAAAAGA
CGGGTACCCG
TCCTTGGGAG
ACAGTTTICTT
TGACTCAATT
TGGACAGCGC
TGTGAAATTG
AAGCCTGGGG
CTTTCCAGTIC
GAGGCGGTTT
TCGTTCGGCT
AATCAGGGGA
GTAAAAAGGC
AAAATCGACG
TTCCCCCTIGG
TGTCCGCCTIT
TCAGTTCGGT
CCGACCGCTG
TATCGCCACT
CTACAGAGTT
TCTGCGCTICT
AACAAACCAC
AAAAAGGATC
AARACTCACG
TTTTAAATTA
ACAGTTACCA
CCATAGTTGC
GCCCCAGTGC



4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161
5221
5281
5341
5401
5461
5521
5581
5641
5701
5761
5821
5881
5941
6001
6061
6121
6181
6241
6301

TGCAATGATA
AGCCGGAAGG
TAATTGTTGC
TGCCATTGCT
CGGTTICCCAA
CTCCTTCGGT
TATGGCAGCA
TGGTGAGTAC
CCCGGCGICA
TGGAAAACGT

GATGTAACCC-

TGGGTGAGCA
ATGTTGAATA
TCTCATGAGC
CACATTTCCC
CTATAAAAAT
AAACCTCTGA
GAGCAGACAA
CTATGCGGCA
CAGATGCGTA
TTGGGAAGGG
TGCTGCAAGG
GACGGCGCAA
CCTGCCACCA
TCCCCATCGG
CCGGCCACGA
GTGGTICCAGG
CCATAGATAA

CCGCGAGACC
GCCGAGCGCA
CGGGAAGCTA
ACAGGCATCG
CGATCAAGGC
CCTCCGATCG
CTGCATAATT
TCAACCAAGT
ATACGGGATA
TCTTCGGGGC
ACTCGTGCAC
AAAACAGGAA
CTCATACICT
GGATACATAT
CGAAAAGTGC
AGGCGTATCA
CACATGCAGC
GCCCGTCAGG
TCAGAGCAGA
AGGAGAAAAT
CGATCGGTGC
CGATTAAGTT
GGAATGGTIGC
TACCCACGCC
TGATGTCGGC
TGCGTCCGGC
CTCTAGTTTT
AATAAAAGAT

pSBT/SV40-GFIP.loxP, secuencia

Repeticiones invertidas 5B
Promotor 5V40
Codén de iniciacion
Sitio FRT

ES 2547015713

CACGCTCACC
GAAGTGGTCC
GAGTAAGTAG
TGGTGTCACG
GAGTTACATG
TTGTCAGAAG
CTICTTACIGT
CATTCTGAGA
ATACCGCGCC
GAAAACTCTC
CCAACTGATC
GGCAAAATGC
TCCTTITITICA
TTGAATGTAT
CACCTGACGT
CGAGGCCCTT
TCCCGGAGAC
GCGCGTCAGC
TTIGTACTIGAG
ACCGCATCAG
GGGCCICTITIC
GGGTAACGCC
ATGCAAGGAG
GAAACAAGCG
GATATAGGCG
GTAGAGGCGA
GACTCAACAA
TTTATTTAGT

GGCTCCAGAT
TGCAACTTTA
TICGCCAGTT
CICGICGTTT
ATCCCCCATG
TAAGTTGGCC
CATGCCATICC
ATAGTGTATG
ACATAGCAGA
AAGGATCTTA
TTCAGCATICT
CGCAAAAAAG
ATATTATTGA
TTAGAAAAAT
CTAAGAAACC
TCGTCTCGCG
GGTCACAGCT
GGGTGTTGGC
AGTGCACCAT
GCGCCATTCG
GCTATTACGC
AGGGTITTCC
ATGGCGCCCA
CTCATGAGCC
CCAGCAACCG
TTAGTCCAAT
TATCACCAGC
CTCCAGAAAA

TTATCAGCAA
TCCGCCTCCA
AATAGTTTIGC
GGTATGGCTT
TTGIGCAAAA
GCAGTGTTAT
GTAAGATGCT
CGGCGACCGA
ACTTTAAAAG
CCGCTGTTGA
TTTACTTTICA
GGAATAAGGG
AGCATTTAIC
AAACAAATAG
ATTATTATCA
CGTTTICGGTG
TGTCTGTAAG
GGGTGTCGGG
ATGCGGIGTG
CCATTCAGGC
CAGCTGGCGA
CAGTCACGAC
ACAGTCCCCC
CGAAGTGGCG
CACCTGTGGC
TTGITAAAGA
TGAAGCCTAT
AGGGGGGAA

TAAACCAGCC
TCCAGTICTAT
GCAACGTTGT
CATTCAGCTC
AAGCGGTTIAG
CACTICATIGGT
TTICIGTGAC
GITGCICITG
TGCTCATCAT
GATCCAGTTC
CCAGCGTTTC
CGACACGGAA
AGGGTTATTG
GGGTTCCGCG
TGACATTAAC
ATGACGGTGA
CGGATGCCGG
GCTGGCTTIAA
AAATACCGCA
TGCGCAACTG
AAGGGGGATG
GTITGTAAAAC
GGCCACGGGG
AGCCCGATCT
GCCGGTGATG
CAGGATATCA
AGAGTACGAG

eGFP
Puro

tcgegegtticgotgatgacggigaaaaccicigacacatgeagetecceggagacggtcacagetigtetgtaagegoat
gceggagageagacaageccgtcagggegegtcagegogtgtiggegagigtcggagactggcttaactatgeggeatca
gagcagattgtactgagagtgcaccatatgeggtgtgaaataccgecacagatgegtaaggagaaaatacegeatcagg
cgccaticgecattcaggetgegeaacigtigggaagggegategatgegggecteticgetatiacgecageiggegaa
aggggoatgtgcigeaagg cgattaatt sle taac gecagyq tt!tccca tcac 9 ac:tt taaaac: acg ccagi

g

3ath ] e _agttgact
gtgccmaaac:agct‘!ggaaaattccagaaaatgatgtcatggcmagaagcttctgatagactaattgacatcatttgagi
caattggaggtgtaccigtggatgtatttcaagggaatictgtggaatgtoigtcagttagogigtggaaagtccccaggeic
cocaggcaggeagaagtalgecaaageatcgaggatgtacgggecagatatacgegataacticgtataatgtatgotat
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tgac lefole) cggcaigge ge] l QCQQCCQCQQCC
attgggccaccggtgctagccccctaacgttactggccgaagccgcttggaataaggccggtgtgcgtttgtctatatgttat
tticcaccatattgccgtctittggcaatgtgagggeccggaaacctggecctgtettcttgacgageattcctaggggtetttc
ccctectcgecaaaggaatgcaaggtetgtigaatgtcgtgaaggaageagttcctetggaagctictigaagacaaacaa
cgtctgtagcgacccettigcaggcageggaaccceccacctggegacaggtgectetgecggeccaaaagecacgtgtat
aagatacacctgcaaaggcggcacaaccccagtgecacgtigtgagttggatagtigtggaaagagtcaaatggetcte
ctcaagcgtattcaacaaggggctgaaggatgcccagaaggtaccccattgtatgggatctgatctggggcctcggtgc

ccgcccacaagacccgcagcgcccgaccgaaaggagcgcacgaccccatgcatcgaatcgatatcgcggccgcga
ctctagatcataatcagcccgggogtgatcagectcgactgtgectictagttgccagecatetgttgtttgecccteeeccegt
gccticettgaccctggaaggtgecactecececactgtectitcctaataaaatgaggaaattgeatcgeattgtctgagtaggt
gtcattctattctggggogtgoggtggggcaggacagcaagggggaggatigggaagacaatagcaggeatgetggg
gatgcggtgggctctatggaaccagcetggggctcgacatictagttgtggtitgtccaaactcatcaatgtatcttatcatgtct
ggatcccatcacaaagctctgacctcaatcctatagaaaggaggaatgagccaaaattcacccaacttattgtgg\ aag
cttgtggaaggctactcgaaatgtttgacccaagnaaacaamaaaggcaatgctaccaaatactaattgag

iagggatcctctagagtcgacctgcaggcatgcaa
gcttggcgtaatcatggtcatagctgtttcctgtgtgaaattgttatccgctcacaattccacacaacatacgagccggaagc
ataaagtgtaaagcctggggtgectaatgagtgagctaactcacattaattgegtigegeicactgecegcetticcagtcgg
gaaacctgtcgtgccagcetgcattaatgaatcggeccaacgegeggggagaggeggtttgegtatigggegcetceticegett
cctegetcactgactcgetgegeteggtegticggetgecggegageggtatcagetcactcaaaggeggtaatacggttat
ccacagaatcaggggataacgcaggaaagaacatgtgagcaaaaggccagcaaaaggccaggaaccgtaaaaa
ggccgcgttgetggcegtttitccataggetccgeeccectgacgageatcacaaaaatcgacgetcaagtcagaggtgge
gaaacccgacaggactataaagataccaggcegtticccectggaagcetcectegtgegetetectgticcgacectgecg
cttaccggatacctgtcegecttictceecttcgggaagegtggegctttetcaatgetcacgetgtaggtatetcagtticggtgt
aggtegttcgctccaagetgggctgtgtgcacgaacceeccgticageccgaccgetgegecttatccggtaactategtet
tgagtccaacccggtaagacacgacttatcgecactggcagecagcecactggtaacaggattagcagagegaggtatgt
aggcggtgctacagagticttgaagtggtggectaactacggcetacactagaaggacagtatitggtatetgegetctgetg
aagccagttaccttcggaaaaagagttggtagcicttgatccggcaaacaaaccaccgetggtageggtaggttittttgtitg
caagcagcagattacgcgcagaaaaaaaggatctcaagaagatcctttgatcttttctacggggtctgacgctcagtgga
acgaaaactcacgttaagggattttggtcatgagattatcaaaaaggatcttcacctagatcctittaaattaaaaatgaagt
tttaaatcaatctaaagtatatatgagtaaacttggtctgacagttaccaatgcttaatcagtgaggcacctatctcagcgate
tgtctatttcgttcatccatagtigectgactcecececgtegtgtagataactacgatacgggagggcettaccatctggecccagt
gctgcaatgataccgcgagacccacgetcaccggetccagatitatcagcaataaaccageccagecggaagggecga
gcgcagaagtggtcctgcaactttatccgectecatccagtetattaattgtigecgggaagetagagtaagtagticgeca

gttaatagttigcgcaacgtigtigccattgctacaggceategtggtgtcacgetegtegtttggtatggcticatticagetecgg
ttcccaacgatcaaggcgagttacatgatccecccatgtigtgcaaaaaageggttagetecttcggtectcegategtigte
agaagtaagttggccgcagtgttatcactcatggttatggcagcactgcataatictcttactgtcatgccatccgtaagatg
ctitictgtgactggtgagtactcaaccaagtcattctgagaatagtgtatgecggegaccgagttgetettgeccggegtcaat
acgggataataccgcgccacatagcagaactttaaaagtgctcatcatiggaaaacgttcttcggggegaaaactctca
aggatcttaccgctgttgagatccagticgatgtaacccactegtgcacccaactgatcttcageatcettttactttcaccage
gtttctgggtgagcaaaaacaggaaggcaaaatgccgcaaaaaagggaataagggcgacacggaaatgttgaatac
tcatactcttcctitticaatattatigaagcatttatcagggttatigtctcatgagcggatacatatttgaatgtatttagaaaaat
aaacaaatagggottccgegeacatttcccecgaaaagtgecacctgacgtctaagaaaccattattatcatgacattaac
ctataaaaataggcgtatcacgaggecctttegtc
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pSBT/RSV-GFIP, secuencia

Repeticiones invertidaz SB
Promotar RSV

Coddn de iniciacién

Sitio FRT

¢GFP

Puro

tegegegtticgotoatgacggtgaaaaceictgacacalgeageteceggagacagicacagetigicigtaageggat
gccgggageagacaagecegteagageagegicagegaataitggcgagigteggaggclggettaactatgeggeaica
gageagattgtactgagagigeaccatatgegoigtgaaataccgeacagatgegiaaggagaaaataccgeatcagg
cgccaticgocaticaggetgegeaactgilgggaagggegateggigeggacetcticgetattacgecagetggegaa
aggagaatgtgetgeaaggeg attaa ﬂ ag taac Q cca 199 ttttccca tcac actt taaaac gacggecag i1
aattca tcogtac 2

3 agttgact

gigccittaaacagcttggaaticcagaaaatgtg catggctttagaagc ctgatagactaattgacatcantgagi
aEiggaonla iy ;

el ek Geodlis = ngtning : SRluCOus e
coctccceoccoccactaacgtiactggoegaagecgetiggaataaggeeggigtgegttigtetatatgttatiticcaccata
ttgcegtettitggeaatgtgagogeccggaaacctggecctgictictigacgageattcctaggagtetiteceetetegee
aaaggaatgeaaggtctgiigaatgicgtgaaggaageagticetetggaagettctigaagacaaacaacgteigtage
gaccettigeaggeagoegygaaceecccaceiggegacaggtgectictgeggecaaaagecacgigtataagatacac
Cilgcaaaggeggcacaaccccagtgecacgtigtgaotiggatagtigtggaaagagtcaaatggeictectcaagegt
attcaacaaggggetgaaggatgeecagaaggotaccecattgtatgggatctgatetggggecticgotgcacatgettta
caigtgtittagicgaggttaaaaaacgtctaggecececgaaccacggggacgtoattticettigaaanacacgatgata
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ag

gatcccccgggggatcagcctcgactgtgccttctagttgccagccatctgttgtttgcccctcccccgtgccttccttgaccc
tggaaggtgccactecccactgtectttcctaataaaatgaggaaattgcatcgceattgictgagtaggtgtcattctattctgg
9999tggggtggggcaggacagcaagggggaggatigggaagacaatagcaggeatgetggggatgeggtgggct
ctatggaaccagctggggctcgacatictagtigtggtitgtccaaactcatcaatgtatcttatcatgtctggatcecatcaca
aagcictgacctcaatcctatagaaaggaggaatg agccaaaattcacccaacttattgtgggaagcttgtggaaQQcta
ctegaaatottig acccaagttaaacaatttaaag_, caatgctaccaaatactaatt St

¢ : ».,, O 3(: S jﬁ
3 (8 3 JeHees: S gatcctctagagtcgacctgcaggcatgcaagcttggcgtaatc
atggtcatagctgtttcctgtgtga gttatccgctcacaattccacacaacatacgagccggaagcataaagtgtaaa
gcctggggtgcectaatgagtgagcetaactcacattaattgegttgegetcactgecegettticcagtcgggaaacctgtegt
gccagctgceattaatgaatcggccaacgecgeggggagaggceggotttgegtattgggegctcttcegettcctegeteactg

actcgetgegeteggtegttcggetgecggegageggtatcagetcactcaaaggeggtaatacggttatccacagaatca
ggggataacgcaggaaagaacatgtgagcaaaaggccagcaaaaggcecaggaaccgtaaaaaggecgegtiget

ggcgtttttccataggeteccgecceectgacgageatcacaaaaatcgacgetcaagtcagaggtggegaaacccgac

aggactataaagataccaggcegtttcccecctggaagetcectegtgegetcteetgttccgaccetgecgettacecggatac
ctgtcegectttetecettcgggaagegtggegctitctcaatgetcacgetgtaggtatctcagticggtgtaggtegttcgete
caagctgggcetgtgtgcacgaacccecccgttcageccgaccgetgegecttatccggtaactategtetigagtccaacee
ggtaagacacgacttatcgccactggcagcagccactggtaacaggattagcagagcgaggtatgtaggeggtgetac
agagttcttgaagtggtggcctaactacggctacactagaaggacagtatttggtatctgegetctgetgaagecagttace
ttcggaaaaagagtiggtagctcetigatccggcaaacaaaccaccgetggtageggtggatititttgtitocaagcagecaga
ttacgcgcagaaaaaaaggatctcaagaagatcctttgatcttitctacggggtectgacgetcagtggaacgaaaactca

cgttaagggattitggtcatgagattatcaaaaaggatcttcacctagatccititaaattaaaaatgaagtittaaatcaatct

aaagtatatatgagtaaacttggtctgacagttaccaatgcttaatcagtgaggcacctatctcagcgatctgtctatttcgtic
atccatagttgcctgactcccegtegtgtagataactacgatacgggagggcttaccatctggececagtgetgcaatgat

accgegagacccacgcetcaccggcetccagatttatcagcaataaaccagecagecggaagggecgagegecagaagt
ggtcctgecaactttatccgecteccatccagictattaattgttgccgggaagetagagtaagtagttcgecagttaatagtttge
gcaacgttgttgccattgctacaggcatcgtggtgtcacgetegtegtttggtatggcticattcagetccggticccaacgat

caaggcgagttacatgatcccccatgttgtgcaaaaaagcggttagcetecticggtcctccgategttgtcagaagtaagtt
ggccgceagtgttatcactcatggttatggcagceactgeataattctettactgtcatgecatecgtaagatgetttictgtgactg
gtgagtactcaaccaagtcattctgagaatagtgtatgcggegaccgagttgcetcttgeccecggegtcaatacgggataata
ccgcgccacatagcagaactttaaaagtgetcatcattggaaaacgttcticggggcgaaaactctcaaggatctiaceg

ctgttgagatccagttcgatgtaacccactcgtgcacccaactgatcticagcatcttttactitcaccagegtttctgggtgag
caaaaacaggaaggcaaaatgccgcaaaaaagggaataagggcgacacggaaatgtigaatactcatactcttccttt
ttcaatattattgaagcatttatcagggttattgtctcatgagcggatacatatitgaatgtatttagaaaaataaacaaatagg
ggttccgegeacatttccccgaaaagtgeccacctgacgictaagaaaccattattatcatgacattaacctataaaaatag

gcgtatcacgaggccctticgte

pSBT/SV40-GFIP, secuencia

Repeticionas invertidas SB
Promotor SV40
Codon de iniciacion
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Sitic FRT
eGFP
Pura

tegegeattteggtgatgacggtgaaaaccictgacacatgeagetcccggagacggtcacagetigictgtaageggat
gccgggageagacaagecegtcaggacgegteagegggtatigacgaatgtcgoageiggcetiaactatgeggeatca
gagcagattgtactgagagtgeaccatalgeggigtgaaataccgeacagatgegtaaggagaaaataccgeatcagyg
cgceaticgecaticagactgegeaacigiigggaagggegategatgegggectcticgetattacgecagetggegaa

agggggatgtgcigcaag geg attaatt g %aac ceagggtiticccagteacgacgtigtaaaacgac
-.k 3 53 3 2N o) S5

gtgcczttaaacagcﬁggaaaaﬁccagaaaatg atgtcatggctttagaagcﬁctgaiagactaattgacatcatttgagt
caazttggaggtgtaccigtagatgtatticaagggaaticigiggaatgtgtatcagtiagagigtggaaagiceccagacic
& iz - ot o i -

et i3
gccgaagccgcttggaataaggccggtgtgcgittgtc‘iatatgnaﬂitccacca!aﬁgccgtctmggcaatgtgagggc
ccgoaaacctggeccigicticttgacgageaticetaggggtctitcceciclcgecaaaggaatgeaaggictgtigaat
gtcgtgaaggaageagiiccictggaagctictigaagacaaacaacgicigtagogacecttigecaggecageggaace
ccecacctggegacaggigecteigeggecaaaagecacgtgtataagatacacceigeaaaggeggeacaaceccea
glgecacgtiglgagtiggatagtigtggaaagagtcaaatggeteicotcaagoegtaticaacaaggggceigaaggatg
cccagaaggtaccccaﬁgtatgggatctgatctggggcctcggtgcacatgctttacatgtgﬁtagtcga%gttaaaaaa

cgtetagge ittt cgataatac

sggaogcccgcccacaagaccogoagcgcccgaccgaaa
ggagogcacgaccccatgca cgaatcgat tcgcggccgcgactctagatcataatcagcccgggggtgatcagcct
cgacigtgccitctagitgecagecatetgtigtitgecesteccoegtgocticetigaceciggaaggtgecacteecacigt
cclttectaatazaatgaggaaatigeategeatigtctqagtagatgicattciaticigagogstaggotagageaggac
agcaagogogaggatigggaagacaatagcaggceatgeiggggatgeggtgagetctatggaaccagetggggelc
gacatictagtigtggtitgiccaaactcatcaalgtaicttateatgictggatcccatcacaaagetcigacctcaatectata
gaaaggaggaatgagccaaaattcacccaactia?tgt gaaag ctt giggaaggetactcgaaatgiitgacccaagtt
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g
gtta ccgctcacaattccacacaacatacgagccggaagcataaagtgtaaagcctggggtgcctaatgagtg
agctaactcacattaattgcgttgcgctcactgeccgctttccagtcgggaaacctgtecgtgecagetgeattaatgaateg
gccaacgegeggggagaggcggatttgegtattgggegcetcticegettectecgetcactgactegetgegeteggtegtteg
getgeggegageggtatcagetcactcaaaggeggtaatacggttatccacagaatcaggggataacgcaggaaaga
acatgtgagcaaaaggccagcaaaaggccaggaaccgtaaaaaggecgcegttgetggeatttitccataggetecgece
ccectgacgagcatcacaaaaatcgacgetcaagtcagaggtggcgaaacccgacaggactataaagataccagge
gtttcceectggaagctecctegtgegetetectgttccgacectgecgettaccggatacetgtecgecttictcecttcggga
agcgtggcegcttictcaatgctcacgcetgtaggtatctcagticggtgtaggtegticgetccaagetgggetgtgtgecacga
accccccgttcageccgaccgetgegecttatccggtaactategtetigagtccaacccggtaagacacgacttatcgec
actggcagcagcecactggtaacaggattagcagagegaggtatgtaggcggtgctacagagttcttgaagtggtggect
aactacggctacactagaaggacagtatttggtatcigcgcetetgetgaagecagttaccticggaaaaagagttggtage
tcttgatccggecaaacaaaccaccgetggtageggtggatttttitgtttgcaagcagecagattacgcgcagaaaaaaagg
atctcaagaagatcctttgatctttictacgggatctgacgetcagtggaacgaaaactcacgttaagggattttggtcatga
gattatcaaaaaggatcticacctagatcctittaaattaaaaatgaagtittaaatcaatctaaagtatatatgagtaaacttg
gtctgacagttaccaatgcttaatcagtgaggcacctatctcagecgatctgtctatticgticatccatagttgectgacteece
gtcgtgtagataactacgatacgggagggcttaccatectggcceccagtgetgcaatgataccgecgagacccacgetcac
cggctccagatttatcagcaataaaccagccageccggaagggecgagegecagaagtggtectgcaactttatccgectce
catccagtctattaattgttgccgggaagetagagtaagtagticgecagttaatagtitgecgcaacgttgttgecattgetac
aggcatcgtggtgtcacgctcgtegttiggtatggcttcaticageteccggttcccaacgatcaaggegagttacatgatece
ccatgttgtgcaaaaaagceggttagetccettcggtecteccgategtigicagaagtaagtiggccgeagtgttatcactecatg
gttatggcagcactgcataattcicttactgtcatgccatccgtaagatgctttictgtgactggtgagtactcaaccaagtcatt
ctgagaatagtgtatgcggcgaccgagttgetcttgeccggegtcaatacgggataataccgegecacatagcagaactt
taaaagtgctcatcattggaaaacgticticggggcgaaaactctcaaggatcttaccgctgttgagatccagticgatgta
acccactcgtgcacccaactgatcttcagcatcttttactttcaccagegtttctgggtgagcaaaaacaggaaggcaaaa
tgccgcaaaaaagggaataagggcgacacggaaatgtigaatactcatactcttectttttcaatattatigaagceatttate
agogttattgtctcatgagcggatacatatitgaatgtatttagaaaaataaacaaataggggticcgegeacatttccecg
aaaagtgccacctgacgictaagaaaccattattatcatgacattaacctataaaaataggcgtatcacgaggceccttticg
tc

pSBT/SV40-GFIP.loxP, secuencia

Repeticiones invertidas SB
Promaotor SvV40

Codon de iniciacion

Sitio FRT

eGFP

Puro

tcgegegtitcggtgatgacggtgaaaacetctgacacatgeagetcccggagacggtcacagoettgictgtaageggat
gecgggageagacaageccgicagggegegtcageggotigtiggeagotgticgggactiggettaactatgeggeatca
gagcagattgtactgagagtgcaccatatgegotgtgaaatacegeacagatgegiaaggagaaaataccgeateagg
cgccaticgecattcaggeigegeaacigtigogaagggegategoigegggecticticgotattacgecageiggegaa
agggggatgtgctgcaag atta tC\Cfl gttttcccagtcacgacgtiglaaaay ccat

oF i aagttgact
gtgoctttaaacagcttggaaaattccagaaaatgatgtcatggctttagaagcttctgatagactaattgacatcamgagt
caattggaggtataccigtggaigtatticaagggaaticigiggaatgtgigtcagtiagggtgtagaaagtccccaggcetc
cecaggcagocagaagtatgeaaageategaggatgtacgggecagatatacgegataaciicgtataatgtalgetat
acgaagitatcgegtgaggttiicaccgicalcaccgaaacgegegag
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aQGQQ cge
attgggc accgg gctagcccc aacgttac ggccgaagcogcttggaataaggccgg g gcgtttgtctatatgttat
tttccaccatattgccgtctitiggcaatgtgagggceccggaaacctggecctgtctictigacgagcattcctaggggtetite
ccctetcgecaaaggaatgcaaggtetgtigaatgtcgtgaaggaageagticctetggaagcetictigaagacaaacaa
cgtctgtagcgaccctitgcaggcagcggaaccecccacctggegacaggtgectetgecggeccaaaagecacgtgtat
aagatacacctgcaaaggcggcacaaccccagtgccacgtigtgagttggatagtigtggaaagagtcaaatggctcete
ctcaagcgtatticaacaaggggctgaaggatgcccagaaggtaccccattgtatgggatetgatetggggecteggtge

acatgctitacatgigtitagtcgaggttaaaaaacgtctaggccccccgaaccacggggacgtg
acgataatac

gttticctttgaaaaac

ccgcccacaagacccgcagcgcccgaccgaaaggagcgcacgaccccatgcatcgaatcgatatcgcggccgcga
cictagatcataatcagccegggggtgatcagectegactgtgectictagtigccagecatetgtigtttgecectececeegt
gecticcttgaccctggaaggtigecacteccactgtectticctaataaaatgaggaaattgecatcgeattgtctgagtaggt
gtcattctattctggggggtaggggtggggcaggacagcaagggggaggatigggaagacaatagcaggeatgetggg
gatgcggtgggctctatggaaccagetggggegegattaacticgtataaagtctectatacgaagttatcgegecattcta
gtigtggtitgtccaaactcatcaatgtatcttatcatgtctggatcecatcacaaagcetctgacctcaatcctatagaaagga
ggaatgagccaaaattcacccaacttattgtg aagcttgtggaa ctactcaaat tttacccaattaaacaattt
aaaq caatQ cta R s‘ 3

AR

“gggatcctc gag gacctgcaggcatgcaagcttggcgtaatcatggtcatagctgtttcctg gtgaaattgttat
ccgctcacaatlccacacaacatacgagccggaagcataaagtgtaaagcctggggtgcctaatgagtgagctaactc
acattaattgcgttgcgctcactgeccgcetitccagtcgggaaacctgtcgtgecagetgeattaatgaatcggecaacgeg
cggggagaggcegatitgegtattgggegcetcttccgeticetcgetcactgactegetgegeteggtegttcggetgegaeg
agcggtatcagctcactcaaaggeggtaatacggttatccacagaatcaggggataacgcaggaaagaacatgtgag
Ccaaaaggccagcaaaaggccaggaaccgtaaaaaggecgcegttgetggegtttitccataggcetccgeccecctgacg
agcatcacaaaaatcgacgctcaagtcagaggtggcgaaacccgacaggactataaagataccaggegtttcceect
ggaagctccctegtgegcetctectgttccgaccetgecgettaccggatacctgtccgectticteecttcgggaagegtgge
gctttctcaatgcetcacgcetgtaggtatctcagttcggtgtaggtegticgetccaagetgggetgtgtgcacgaacceccegt
tcagcccgaccgcetgegcecttatccggtaactategtettgagtccaaccecggtaagacacgacttatcgecactggeag
cagccactggtaacaggattagcagagcgaggtatgtaggcggtgctacagagticttgaagtggtggectaactacgg
ctacactagaaggacagtatttggtatctgcgcetetgetgaagecagttaccticggaaaaagagttggtagcetcttgatcc
ggcaaacaaaccaccgctggtageggtggttittttgtttgcaagcagcagattacgcgcagaaaaaaaggatctcaag
aagatcctitgatcttttctacggggtctgacgctcagtggaacgaaaactcacgtiaagggattttggtcatgagattatcaa
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aaaggatcttcacctagatccttttaaatiaaaaatgaagttttaaatcaatctaaagtatatatgagtaaactiggtctgaca
gttaccaatgcttaatcagtgaggcacctatctcagegatctgtctatticgticatccatagtigectgactccecegtegtgta
gataactacgatacgggagggcttaccatctggccccagtgctgcaatgataccgegagacccacgetcaccggcetee
agatttatcagcaataaaccagccagccggaagggecgagcgecagaagtggtectgeaactttatcegectccateca
gtctattaattgttgccgggaagcetagagtaagtagtticgccagttaatagtttgcgcaacgttgttgccatigctacaggeat
cgtggtgtcacgctcgtegtttggtatggcticattcagetccggticccaacgatcaaggegagttacatgatcccecatgtt
gtgcaaaaaagcggttagctecticggtecteegategttgtcagaagtaagttggecgeagtgttatcactcatggttatgg
cagcactgcataattctcttactgtcatgccatcecgtaagatgcttttctgtgactggtgagtactcaaccaagtcatictgaga
atagtgtatgcggcgaccgagttgetettgeccggegtcaatacgggataataccgegecacatagcagaactttaaaag
tgctcatcattggaaaacgticticggggcgaaaactctcaaggatcttacegetgtigagatccagticgatgtaacccact
cgtgcacccaactgatcttcagcaicttitactttcaccagegttictgggtgagcaaaaacaggaaggcaaaatgcecgea
aaaaagggaataagggcgacacggaaatgtigaatactcatactcticctttttcaatattattgaagcatttaticagggttat
tgtctcatgagcggatacatatttgaatgtatttagaaaaataaacaaataggggttccgcgcacatttccccgaaaagtge
cacctgacgtctaagaaaccattattatcatgacattaacctataaaaataggcgtatcacgaggccctttegtc

SECUENCIA:
pSBT-PCSK9

Secuencia codificante de PCSK9 humano precedida de una secuencia Kozak y construida con una etiqueta FLAG
en un terminal C.

tcgecgegtttcggtgatgacggtgaaaacctctgacacatgcagetcccggagacggtcacagcttgictgtaageggat

gccgggagcagacaageccgtcagggegegtcagegggatgttggegggtgtcggggctggcettaactatgecggeatca
gagcagattgtactgagagtgcaccatatgcggtgtgaaataccgcacagatgcgtaaggagaaaataccgcatcagg
cgccattcgccattcaggetgegeaactgtigggaagggegatcggtgegggectceticgetattacgecagetggegaa
agggggatgtgctgcaagge
gaattcgagcetcggtaccct

tccagtgggtcag aagtttacatacactaagttgact
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celgtegigecagetgeatiaatgaaicggecaacgegegaggagaggaeggtitigegtatiggaegeicttcegetteetc
gctcactgactegetgegetegotegticgocigeggegageggtatcageicactcaaaggeggtaatacggtiatcecac
agaatcaggggataacgeaggaaagaacatgigageaaaaggecageaaaaggecaggaaccgtanaaaggec
gegttgetggegttiticcataggetcecgeceocetgacgageatcacaaaaatcgacgetcaagtcagaggtggegaa
acccgacaggactataaagataccaggegtitecceciggaagceicecticgtgegetetecigticegacectgecgetta
ccggataccigtecgecttictcecttcgggaagegiggegetitctcaatgcoteacgetgiaggtatctcagticggtgtagat
cgttegetccaagetgggetgigtgcacgaaccecocgticagecegacegetgegecitatcegotaactategtettgag
{ccaacceggtaagacacgacttatcgecastggcageagecactggtaacaggattagecagagegagatatgtagoc
ggtgctacagagtteitgaagigatggeciaactacggctacactagaaggacagtatitggtatetgegetctgeigaage
cagttaceticgoaaaaagagitggtageictigaiccggeaaacaaaccacegeiggtagegatggtitittigitigeaag
cagcagatiacgegeagaaaaaaaggatcicaagaagatectitgatctitictacggggictgacgetcagtggaacga
aaactcacgtiaagggattitggtcalgagattatcaaaaaggateticacctagatcctittaaaltaaaaatgaagittaa
atcaatctaaagtatatatgagtaaactiggtctgacagttaccaatgettaatcagtgaggeacciatctcagegatetgtet
atttcgttcatccatagtigectgacteecoategtgiagataactacgatacgggagggcttaccatelggooecagtgetg
caatgataccgegagacceacgeltcaceggetccagatttaicagcaataaaccagecagecggaagggccgageg
cagaagtgglcetgeaactittatcegectecatecagictattaatigttigecgggaagctagagtaagtagticgecagtta
atagtttgcgeaacgtigtigecattgetacaggeatcgtgatgtecacgetegtegtitggtatggeticaticagetceggtice
caacgatcaaggegagtiacalgatceeceatgtigtgeaaaaaageggttagetccticggtectecegategtigicaga
agtaagttggecgeagigtiatcacicatggttatggeageactgeataaticictiactgtcatgecatcegtaagatgetttte
tgtgaciggtgagtacicaaccaagtcatictgagaatagigtatgecggegacegagitgetetigeccggegtcaatacy
goataataccgegecacatageagaactttaaaagtgeteateatiggaaaacgticticggggegaaaactcicaagg
atcttaccgetgtigagatccagticgatataacceacicgigeacecaactgatettcageatetitiactiticaccagegtite
tgggigagecaaaaacaggaaggeaaaatgecgeaasaaagggaataagggegacacggaaatgttgaatacteat
acicitcctiticaatattattgaageatitatcaggottattgicicatgageggatacatatitgaatglatitagaaaaataaa
caaataggggticcgegeacatitcccegaaaagigecacetgacyictaagaaaccattatiatcatgacattaacctat

Repeticién invertida izquierda

hAAT-promotor alfa-antitripsina humana

PCSK2-Secuencia codificante de proproteina convertsas subtilisin/kexin tipe 9 (PCSK2)
con etiqueta FLAG en terminal C

BGH pA-zona poliA de la hormona de crecimiento bovino

PGK-promotor fosfoglicerato quinasa

Puro-secuencia codificante para puromicin-N-acetil-transfersas (PAC)

Repeticién invertida derecha

PSBT/cHS4. Htp. PGK. puro.Usp.cHS4, secuencia
Repeticiones invertidas SB

Aislador cHS4

Promoter H1 con ligador {orientacién inversa)
Promotor PGK

Puro ORF

Promotor U6 con ligador

tcgegegtitegatgatgacggtgaaaaccictgacacatgeageleccggagacgotcacagettgictgtaageggat
geegggageagacaagecegicagagegeatcagegogaiotiggeagatotcgagactggcttaactatgeggeatca
gagcagatigtactgagagtgcaccatatgeggtgigaaatacegeacagatgegtaaggagaaaatacegeatcagg
cgecattcgecatticaggetgegeaactgiigggaagggegateggtagcgogectcticgetattacgecagelggcgaa
aggggoatgigelgcaaggegattaagtigggtaacy ccaggattttcccagtcacgacattigtaaaacgacggocagt
gaattcgagetcggtaccctag gt S IRt
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ottt e

gtgcctttaaacagcttggaaaattccagaaaat a gtcatggctttagaagcttctgatagactaattgacatcatttgagt

caattggaggegtacctgtggatgtanzcaagggaaﬁctgtgg atgtgtgtcagitaggotglg aaatcccca g ctc‘
1t 3

| g

,cgcc gcccacaagacccgcagcgcccgaccgaaaggagcgcacgaccecafgcatcga cgatatc
cccgggccgtcctgtaagtctgcagaaattgatgatctattaaacaataaagatgtccactaaaatggaagtttttcctgtca
tactttgttaagaagggtgagaacagagtacctacattttgaatggaaggattggagctacggggotaggggatggaatag
gattagataaatgcctgctctttactgaaggctctttactattgctttatgataatgtttcatagtiggatatcataatttaaacaag
caaaaccaaattaagggccagcticattcctcccactcatgatctatagatctatagatctctcgtgggatcattgttttictcttg
attcccactitgtggtictaagtactgtggttticcaaatgtgtcagtticatagcctgaagaacgagatcagcagectctgttce

N

T
S
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cttggcgtaatcatggtcatagctgtttcctgtgtgaaattgttatccgctcacaattccacacaacatacgagccggaagca
taaagtgtaaagcctggggtgectaatgagtgagctaactcacattaattgegtigegetcactgecegcetticcagtcggg -
aaacctgtcgtgccagetgcattaatgaatcggeccaacgegeggagagaggcegatttgegtatigggegetettcegette
ctegeteactgactegetgegeteggtegticggetgeggegageggtatcagetcactcaaaggeggtaatacggttate
cacagaatcaggggataacgcaggaaagaacatgtgagcaaaaggccagcaaaaggecaggaaccgtaaaaag
gccgegttgetggeottttticcataggetccgeccecetgacgageatcacaaaaatcgacgetcaagicagaggtgoeg
aaacccgacaggactataaagataccaggcgtttccccctggaagcetcectegtgegetctectgttccgacceetgeeget
taccggatacctgtccgecttictcceticgggaagegtggegcttictcaatgetcacgetgtaggtatctcagticggtatag
gtegttegetccaagetgggetgtgtgecacgaacceeccgttcagececcgaccgetgegecttatccggtaactategtettg
agtccaacccggtaagacacgacttatcgccactggcagcagecactggtaacaggattagcagagcgaggtatgtag
gcggtgctacagagtictigaagtggtggectaactacggcetacactagaaggacagtatttggtatctgegcetctgetgaa
gccagttaccticggaaaaagagttggtagetctigatccggcaaacaaaccaccgetggtageggtgattttttigttigca
agcagcagattacgcgcagaaaaaaaggatctcaagaagatcctttgatctttictacggggtctgacgcetcagtggaac
gaaaactcacgttaagggattitggtcatgagattatcaaaaaggatcttcacctagatccitttaaattaaaaatgaagtttt
aaatcaatctaaagtatatatgagtaaacttggtctgacagttaccaatgcttaatcagtgaggcacctatctcagegatctg
tctatttcgttcatccatagtigectgactceccegtegtgtagataactacgatacgggagggcettaccatctggecccagtge
tgcaatgataccgcgagacccacgctcaccggetccagatitatcagcaataaaccagecagecggaagggecgage
gcagaagtggtcctgcaactttatccgectccatccagtctattaattgttgccgggaagcetagagtaagtagticgecagtt
aatagtttgcgcaacgtigttgccatigctacaggcatcgtggtgtcacgcetcgtegtitggtatggetticattcagetecgotte
ccaacgatcaaggcgagttacatgatcccccatgttgtgcaaaaaagceggttagcetecticggtectcegategtigtcag
aagtaagttggccgceagtgttatcactcatggttatggcagcactgcataattctcttactgtcatgecatccgtaagatgcettt
tetgtgactgotgagtactcaaccaagtcattctgagaatagtgtatgeggegaccgagttgetcttgecccggegtcaatac
gggataataccgcgccacatagcagaactttaaaagtgctcatcattggaaaacgttcttcggggcgaaaactctcaag
gatcttaccgctgttgagatccagticgatgtaacccactecgtgcacccaactgatceticagceatcttttactttcaccagegttt
ctgggtgagcaaaaacaggaaggcaaaatgccgcaaaaaagggaataagggcgacacggaaatgttgaatactca
tactcttcctttticaatattattgaagcatttatcagggttattgictcatgagcggatacatatttgaatgtatitagaaaaataa
acaaataggggticcgcgcacatticcccgaaaagtgccacctgacgtctaagaaaccattatiatcatgacattaaccta
taaaaataggcgtatcacgaggcecctttcgtc
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REIVINDICACIONES

1. Un cerdo de tamafio miniatura genéticamente modificado como un modelo para estudiar la aterosclerosis, en el
que el modelo de cerdo expresa al menos un fenotipo asociado con la aterosclerosis.

y comprende al menos una mutacion en el

i. gen ApoE endoégeno y/o

ii. gen receptor del LDL enddgeno,

en la que dicho fenotipo al menos es hipercolesterolemia.

2. El cerdo modificado de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el cerdo de tamarfio miniatura se selecciona del
grupo constituido por Goettingen, Yucatan, Bama Xiang Zhu, Wuzhishan y Xi Shuang Banna, incluida cualquier
combinacién de los mismos.

3. Un blastocisto porcino genéticamente modificado derivado del modelo de cerdo genéticamente modificado como
se define en la reivindicacion 1.

4. Un embridn porcino genéticamente modificado derivado del modelo de cerdo genéticamente modificado como se
define en la reivindicacion 1.

5. Un feto porcino genéticamente modificado derivado del modelo de cerdo genéticamente modificado como se
define en la reivindicacion 1.

6. Una célula y/o nucleo de célula donante porcina genéticamente modificada derivada del modelo de cerdo
genéticamente modificado como se define en la reivindicacion 1

7. Un procedimiento para evaluar el efecto de un tratamiento terapéutico de la aterosclerosis, comprendiendo dicho
procedimiento las etapas de

i) proporcionar el modelo de cerdo de acuerdo con la reivindicacion 1,
ii) evaluar el efecto observado en dicho modelo de cerdo tratado con una composicién farmacéutica.

8. Un procedimiento para cribar la eficacia de una composicién farmacéutica, comprendiendo dicho procedimiento
las etapas de

i) proporcionar el modelo de cerdo de acuerdo con la reivindicacion 1,

ii) que expresa en dicho modelo de cerdo dicho determinante genético y que utiliza dicho fenotipo de dicha
enfermedad,

iii) evaluar el efecto, si lo hay, en dicho modelo de cerdo tratado con dicha composicién farmacéutica.
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Fig. 13
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