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DESCRIPCIÓN

Modelo de aterosclerosis en cerdos

Campo de la invención 

La presente invención se refiere un cerdo de tamaño miniatura genéticamente modificado como un modelo para 
estudiar la aterosclerosis, en la que el modelo de cerdo de tamaño miniatura expresa al menos un fenotipo asociado 5
con dicha enfermedad. La invención se refiere además a procedimientos mediante los que se obtiene el cerdo de 
tamaño miniatura genéticamente modificado. Además, se describen procedimientos para evaluar la respuesta de un
tratamiento terapéutico de la aterosclerosis, para cribar la eficacia de una composición farmacéutica, y un 
procedimiento para el tratamiento de un ser humano que padece de aterosclerosis.

Antecedentes de la invención10

Animales transgénicos, no humanos, pueden ser utilizados para comprender la acción de un único gen o genes en el 
contexto del animal completo y los fenómenos interrelacionados de la activación, expresión e interacción del gen. La 
tecnología ha llevado también a la obtención de modelos para varias enfermedades en humanos y otros animales 
que contribuye significativamente a una mejor comprensión de los mecanismos genéticos y de los genes asociados 
con enfermedades específicas.15

Tradicionalmente, se han utilizado animales más pequeños 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 más grandes son mucho más 
adecuados que los ratones para el estudio de muchos de los resultados y tratamientos de la mayoría de las 20
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 más frecuente de arteriopatía coronaria (angina de pecho, infarto de 
miocardio y muerte súbita), de arteriopatía carótida (accidente cerebrovascular), y de arteriopatía periférica. La 
aterosclerosis se conoce como el "endurecimiento de las arterias" que es causado por la formación de numerosas 25
placas dentro de las arterias.

Es una enfermedad inflamatoria crónica, que se nutre de altos niveles de plasma de lipoproteínas ricas en colesterol, 
que llevan al desarrollo de placas ateroscleróticas de células inflamatorias, desechos y células del músculo liso en 
arterias1 de tamaño grande y mediano. Estas lesiones raramente presentan síntomas por sí mismas. El proceso 
mecánico en el que las placas se abren reventando, conocido como rupturas de la placa, causa las consecuencias 30
devastadoras de la aterosclerosis. Mediante este proceso, el núcleo trombogénico de la placa es expuesto al 
sistema hemostático de la sangre en circulación y esto puede provocar un trombo agudo superpuesto limitante del 
flujo.

En la mayoría 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 35
proteínas implicadas en el tráfico de lipoproteínas, y las más 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 más lento. Por ello, las causas monogénicas de la aterosclerosis pueden 40
utilizarse como herramientas para modelizar la aterosclerosis y las complicaciones ateroscleróticas en modelos 
animales genéticamente modificados.

Ratones deficientes en apolipoproteína E y en receptor de LDL con grave hipercolesterolemia y rápido desarrollo de 
la aterosclerosis se crearon a principios de la década de 1990 por recombinación homóloga en células6,7 madre 
embrionarias. Estos modelos de ratón han contribuido a comprender muchos aspectos del desarrollo de la placa, 45
pero se consideran limitados como modelos para la aterosclerosis humana porque carecen de aterosclerosis 
coronaria medible y no desarrollan la mayoría de las temidas complicaciones de la aterosclerosis, es decir, la ruptura 
de la placa aterosclerótica y la trombosis superpuesta. Además, debido a su pequeño tamaño, estos animales no 
han ayudado a la investigación por bioimágenes de la aterosclerosis y en la intervención coronaria percutánea.

Las similitudes en la estructura cardiovascular y en la distribución de las arterias coronarias con los humanos hacen 50
del cerdo una especie interesante para explorar la función y las enfermedades cardiovasculares. En dietas 
convencionales (3 % de grasa, peso/peso), los cerdos tienen bajos niveles de colesterol en plasma (2 mmol/l), 
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 tamaño miniatura 
Yucatán8 y Yorkshire. Los cerdos de tamaño miniatura Yucatán tienen particular interés como modelos de la 55
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 imágenes y la intervención coronaria percutánea 
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puede utilizarse directamente.

La mayoría de lesiones declaradas hasta la fecha han sido descritas en una progenie de grandes cerdos de granja 
identificados en Wisconsin que albergan una mutación de sentido erróneo de un único nucleótido en el gen receptor 
para LDL que reduce la afinidad del receptor con sus ligandos11. Una colonia de estos cerdos es actualmente 
mantenida en Francia por el profesor Ludovic Drouet, INRA, Jouy en Josas. Los cerdos desarrollan aterosclerosis en 5
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 sólo lentamente a lo largo de varios años. Para cuando 
estos cerdos han desarrollado aterosclerosis son, con mucho, demasiado grandes para la mayoría de los fines 
científicos.10

Aunque en décadas pasadas se han logrado avances considerables en la terapia farmacológica anti-aterosclerótica, 
la aterosclerosis sigue siendo una de las principales causas de muerte y discapacidad grave en Dinamarca y en el 
resto del mundo2. Hay al menos tres partes para una explicación de esto.

En primer lugar, el enfoque convencional del factor de riesgo basado en la población recomendado en las directivas 
oficiales es incapaz de identificar aquellos que necesitan tratamiento a nivel individual3. Por ello, aunque los autores 15
de la invención tienen acceso a un tratamiento preventivo eficaz se ven incapaces de identificar aquellos a los que 
tratar. Este problema podría resolverse mediante imágenes diagnósticas de la aterosclerosis, que está llegando a 
ser teóricamente posible con la llegada de la nueva tecnología4,5 de obtención de imágenes de alta resolución. Sin 
embargo, para desarrollar agentes trazadores/de contraste y secuencias de imágenes que sean capaces de 
visualizar placas ateroscleróticas y actividad de enfermedad aterosclerótica, los autores de la invención necesitan un 20
modelo animal de la enfermedad de tamaño humano que pueda ser examinado en escáneres con TC, RM y TEP en 
el paciente.

En segundo lugar, la terapia anti-aterosclerótica es eficaz en la prevención de la aterosclerosis a largo plazo, pero 
existe una carencia de terapia médica que sea eficaz en disminuir rápidamente el riesgo de complicaciones 
trombóticas en personas que han consolidado una aterosclerosis grave. P. ej., en aquellas personas que han 25
identificado por sí mismos presentar síntomas de aterosclerosis y en las que se promueve el máximo tratamiento, 
todavía pueden tener lugar futuros acontencimientos. En la actualidad, el principal obstáculo 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 
intervención coronaria percutánea con la colocación de un estent, pero estos procedimientos están sujetos a 30
complicaciones incluidas la trombosis del estent y la restenosis intra-estent. La mayor parte de la investigación 
dentro de esta importante área 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 tamaño humano con una grave aterosclerosis similar a la humana, 
incluidas las rupturas de la placa y las complicaciones trombóticas, es más necesario que nunca.35

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 invención ha mostrado 
sorprendentemente que los modelos de cerdo de tamaño miniatura genéticamente modificados de acuerdo con la 
presente invención presentan el fenotipo de la aterosclerosis.40

Sumario de la invención

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

Por ello, un aspecto de la presente invención se refiere a un cerdo de tamaño miniatura genéticamente modificado A 
como un modelo para estudiar la aterosclerosis, en el que el modelo de cerdo de tamaño miniatura expresa al 45
menos un fenotipo asociado con la aterosclerosis y comprende al menos una mutación en el 

i. gen ApoE endógeno y/o

ii. gen receptor del LDL endógeno,

en la que al menos dicho fenotipo es hipercolesterolemia. el cerdo de tamaño miniatura.

Las realizaciones de la presente invención comprenden, cerdos de tamaño miniatura seleccionados, por ejemplo, del 50
grupo constituido por Goettingen, Yucatán, Bama Xiang Zhu, Wuzhishan y Xi Shuang Banna, incluida cualquier 
combinación de los mismos. Sin embargo, otra realización se refiere a cerdos que no son un cerdo de tamaño 
miniatura, tal como la especie Sus domesticus, por ejemplo donde el cerdo de tamaño miniatura se selecciona del 
grupo constituido por Landrace, Yorkshire, Hampshire, Duroc, Chinese Meishan, Berkshire y Piêtrain, incluida 
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cualquier combinación de los mismos. En una realización preferida el cerdo de tamaño miniatura es un cerdo de 
tamaño miniatura Yucatán.

Realizaciones de la presente invención comprenden el cerdo de tamaño miniatura modificado, en las que el cerdo de 
tamaño miniatura comprende al menos una mutación en un gen ApoE y/o LDL o parte del mismo, producto de la 
transcripción y/o de la traducción o parte del mismo. En otra realización el cerdo de tamaño miniatura modificado 5
comprende al menos una mutación en un gen ApoE endógeno o parte del mismo, producto de la transcripción y/o de 
la traducción o parte del mismo. En otra realización el cerdo de tamaño miniatura modificado comprende al menos 
una mutación en un gen LDL endógeno o parte del mismo, producto de la transcripción y/o de la traducción o parte 
del mismo. En otra realización más, se introduce al menos una mutación en el gen ApoE o LDL endógeno porcino 
por recombinación homóloga o alternativamente por integración aleatoria. En otra realización más, se introduce al 10
menos una mutación en el gen ApoE o LDL endógeno porcino, producto de la transcripción y/o de la traducción o 
parte del mismo por ARNpi de dicho cerdo de tamaño miniatura.

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

Un tercer aspecto de la presente invención se refiere a un embrión porcino genéticamente modificado derivado del 15
modelo de cerdo de tamaño miniatura genéticamente modificado como se divulga en el presente documento.

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

Un quinto aspecto de la presente invención se refiere a una célula donante porcina genéticamente modificada 
derivada del modelo de cerdo de tamaño miniatura genéticamente modificado como se divulga. el cerdo de tamaño 20
miniatura Realizaciones adicionales de los aspectos segundo y tercero comprenden una o más de las características 
definidas anteriormente, en las que las etapas iv) y vi) se realizan de forma secuencial o simultánea, y 
comprendiendo las realizaciones una o más de las características, en las que el embrión es cultivado in vitro. Un 
embrión de este tipo puede ser cultivado en un cultivo secuencial. El embrión, por ejemplo en el estadio de 
blastocisto, es criopreservado antes de transferir a un mamífero anfitrión.25

En los procedimientos de la presente invención, las realizaciones de la presente invención abarcan cerdos de 
tamaño miniatura seleccionados, por ejemplo, del grupo constituido por Goettingen, Yucatán, Bama Xiang Zhu, 
Wuzhishan y Xi Shuang Banna, incluida cualquier combinación de los mismos. el cerdo de tamaño miniatura.

Un aspecto adicional de la presente invención concierne a un procedimiento para evaluar el efecto de un tratamiento 
terapéutico de la aterosclerosis, comprendiendo dicho procedimiento las etapas de 30

i) proporcionar el modelo de cerdo de tamaño miniatura de acuerdo con la reivindicación 1,

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

En una realización, el procedimiento comprende además una etapa de asesoramiento sobre el tratamiento médico 
basado en los efectos observados anteriormente mencionados.35

Un aspecto adicional más de la presente invención se refiere a un procedimiento para cribar la eficacia de una 
composición farmacéutica, comprendiendo dicho procedimiento las etapas de

i) proporcionar el modelo de cerdo de tamaño miniatura de acuerdo con la reivindicación 1,

ii) expresar en dicho modelo de cerdo de tamaño miniatura dicho determinante genético y emplear dicho fenotipo 
para dicha enfermedad,40

iii) evaluar el efecto, si lo hay, sobre dicho modelo de cerdo de tamaño miniatura tratado con dicha composición 
farmacéutica. el cerdo de tamaño miniaturadicho cerdo de tamaño miniaturadicho cerdo de tamaño miniaturael cerdo 
de tamaño miniatura. 

Descripción de los dibujos

La Figura 1 muestra el número de clones resistentes después de la cotransfección de pSBT-HCRapoE-hAAT-45
PCSK9-bpA con pCMV-mSB (Izquierda) y pCMV-HSB3 (Derecha).

La Figura 2 muestra la expresión transitoria de pSBT-HCRapoE-hAAT-PCSK9-BpA en células HepG2 seguido de 
tinción inmunocitoquímica 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. Transfección transitoria del plásmido pEGFP-N1 (Invitrogen) que expresa la 50
proteína fluorescente verde potenciada (eGFP) para indicar la eficiencia de la transfección.
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La Figura 3 muestra el plásmido pSBT/cHS4.H1p.PGK-puro.U6p.cHS4 basado en el transposón Sleeping Beauty 
para la expresión estable del ARNhc. Los ARNhc (ARN de horquilla corta) pueden ser expresados bajo el promotor 
U6 o H1, o ambos. Los casetes de expresión están 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 expresión del silenciamiento por 
los efectos de posición después de la integración genómica.5

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

La Figura 5 muestra la tecnología bifásica de la presente invención en la que un vector SB integrador, que transporta 
un gen reportero y un gen marcador selectivo, sirve como un reportero para la expresión génica continua y, como 10
consecuencia, como una diana para la inserción génica. En una segunda etapa de modificación este vector puede 
servir como una diana para la inserción de uno o más casetes de expresión génica en un locus bien caracterizado.

La Figura 6 muestra una representación esquemática de pSBT/RSV-GFIP.

La Figura 7 muestra la transposición de vectores SB en fibroblastos porcinos. Se empleó un trasposón estándar que 
codifica un gen (SBT/PGK-puro) con resistencia a la puromicina y se detectaron niveles variables de la 15
transposición, dando como resultado aproximadamente 75 colonias resistentes al fármaco en cultivos de fibroblastos 
cotransfectados con pSBT/PGK-puro y pCMV-SB, menos de 3 colonias aparecieron después de la transfección con 
pSBT/PGK-puro y pCMV-mSB, la última codificando una versión 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 transposición comparados con la transposasa SB 20
original.

La Figura 8 muestra la eficiente inserción de un vector SB marcado FRT en clones de células fibroblastos de cerdo 
marcadas con SB que contenían un sitio diana de recombinación Flp para la inserción génica específica del sitio 
fueron cotransfectados el plásmido pSBT/loxP.SV40-lopP257 con pCMV-mSB, pCMV-SB, y pCMV-HSB3, 
respectivamente. El HSB3 mostró de nuevo la mayor actividad, dando como resultado aproximadamente 30 colonias 25
resistentes al fármaco después de la transfección de fibroblastos 3 H 104.

La Figura 9 muestra un análisis del clon por microscopía de fluorescencia de colonias resistentes a la puromicina 
aisladas y expandidas que demuestra la expresión eficiente del FRTeGFP.

Figura 10. (a) Trisección de ovocitos; (b) Pareados de fragmentos fibroblasto-ovocito para la primera fusión; (c) 
embriones reconstruidos con tripletes (obsérvese la elongación bajo la corriente AC); (d) fusión de los tripletes. Barra 30
de escala = 50 µm.

Figura 11. (a) Ovocitos madurados in vitro después de la digestión parcial de la zona. (b) Ovocitos desgrasados 
después de la centrifugación. (c) Bisección de ovocitos desgrasados. (d) Pareados de fragmentos fibroblasto-ovocito 
para la primera fusión. (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. 35
(g) Blastocistos re-expandidos a partir de embriones desgrasados después de calentamiento. (h) Tinción Hoechst e 
iluminación UV de blastocistos re-expandidos a partir de embriones desgrasados después de calentamiento. La 
barra representa 100 µm.

Figura 12. Bisección en enucleación químicamente asistida. Obsérvese el cono de extrusión o cuerpo polar 
conectado a la parte más pequeña (carioplasto putativo). Imagen estereomicroscópica. La barra representa 50 µm.40

Figura 13. Tinción Hoechst e iluminación UV de la ausencia y presencia de cromatina. Luz UV, imagen microscópica 
fluorescente invertida. La barra representa 50 µm. (a) La ausencia de cromatina en citoplastos putativos (b) La 
presencia de cromatina en carioplastos putativos.

Figura 14. Imagen estereomicroscópica de los blastocistos el Día 7 producida con enucleación artesanal 
químicamente asistida (CAHE). La barra representa 50 µm.45

Figura 15. Tinción Hoechst e iluminación UV de blastocisto desarrollado después de enucleación artesanal 
químicamente asistida (CAHE). La barra representa 50 µm.

Descripción detallada de la invención 

La presente invención concierne a un modelo de cerdo de tamaño miniatura genéticamente modificado, blastocistos, 
células donantes y/o fetos para estudiar la aterosclerosis en la que el modelo de cerdo de tamaño miniatura expresa 50
al menos un fenotipo asociado con la aterosclerosis.

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

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

El término "endógeno" se utiliza en el presente documento para especificar un gen particular presente de forma 5
natural en el genoma de una célula diana particular (por ejemplo las células de un cerdo).

La expresión "determinante genético" se usa en el presente documento para referirse a una "molécula de 
polinucleótido" o "ácido nucleico" de una sola cadena o de doble cadena que comprende un gen estructural de 
interés. El "determinante genético" codifica una proteína no producida normalmente en cantidades apreciables en las 
células diana. Por ello, los "determinantes genéticos" incluyen ácidos nucleicos que no se encuentran normalmente 10
en el genoma de la célula diana. Los "determinantes genéticos" también incluyen ácidos nucleicos que se 
encuentran normalmente dentro del genoma de la célula diana, pero están en una forma que permite la expresión de 
proteínas 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 proteína que aparece de 
forma natural.15

El término "polinucleótido" y la expresión "ácido nucleico" se usan de forma intercambiable, y, cuando se usa en 
singular o en plural, se refiere generalmente a cualquier polirribonucleótido o polidesoxirribonucleótido, que puede 
ser ARN o ADN no modificado o ARN o ADN modificado. Por ello, por ejemplo, los polinucleótidos como los 
definidos en el presente documento incluyen, sin limitación, 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 20
que incluye zonas de una cadena o de doble cadena, moléculas híbridas que comprenden ADN y ARN que pueden 
ser de una sola cadena o, más típicamente, de doble cadena o incluyen zonas de una sola cadena y zonas de doble 
cadena. Además, el término "polinucleótido" 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 más de las moléculas, pero más 25
típicamente afectan a sólo una zona de alguna de las moléculas. Una de las moléculas de una zona de triple hélice 
es a menudo un oligonucleótido. El término "polinucleótido" incluye específicamente los ADNc. El término incluye los 
ADN (incluidos los ADNc) y los ARN que contienen una o más bases modificadas. Por ello, los ADN o los ARN con 
cadenas principales modificadas por estabilidad o por otras razones son "polinucleótidos" como ese término está 
previsto en el presente documento. Además, los ADN o ARN que comprenden bases inusuales, tal como  inosina, o 30
bases modificadas, tal como  bases tritiadas, se incluyen dentro del término "polinucleótidos" como se define en el 
presente documento. En general, el término "polinucleótido" recoge todas las formas químicamente, 
enzimáticamente y/o metabólicamente modificadas de polinucleótidos no modificados, así como las formas químicas 
de ADN y ARN características de virus y células, incluidas células simples y complejas.

El término cerdo "transgénico" y la expresión cerdo "genéticamente modificado" se usan con idéntico significado en 35
el presente documento.

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

Cerdos40

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

El cerdo de tamaño miniatura está en términos evolutivos muy cerca de los humanos si lo comparamos, por ejemplo, 
con los roedores. Es más, el cerdo de tamaño miniatura se ha utilizado ampliamente en la investigación biomédica 45
debido a las similitudes entre la fisiología humana y la porcina (Douglas, 1972; Book & Bustad, 1974).

El cerdo de tamaño miniatura se selecciona preferiblemente del grupo constituido por Goettingen, Yucatán, Bama 
Xiang Zhu, Wuzhishan y Xi Shuang Banna. Por ello, la presente invención se refiere a cualquiera de Goettingen, 
Yucatán, Bama Xiang Zhu, Wuzhishan y Xi Shuang Banna de forma separada, o en cualquier combinación. En una 
realización preferida de la invención se emplea el cerdo de tamaño miniatura Yucatán.50

El cerdo de tamaño miniatura Goettingen (Göttingen) pesa aproximadamente 30 kg. Sin embargo, la alternativa al 
cerdo de tamaño miniatura Goettingen es el cerdo de tamaño miniatura Yucatán. Realizaciones preferidas de la 
presente invención comprenden el cerdo de tamaño miniatura Goettingen, o el cerdo de tamaño miniatura Yucatán.

Genéticamente modificados

Las modificaciones genéticas son introducidas en la célula somática antes de la transferencia nuclear de la célula. 55
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Sin embargo, la modificación genética puede en otra realización ser introducida durante el proceso de la 
transferencia nuclear de la célula, por ejemplo por adición de transgenes en diferentes etapas del procedimiento de 
clonación artesanal (HMC) que encontrará entonces su camino hacia el genoma del embrión.

Las modificaciones genéticas comprenden la integración aleatoria de un gen causante de una enfermedad, el gen 
mutado, en el genoma de la célula somática. También puede ser la integración aleatoria de un gen normal no 5
mutado lo que causará una enfermedad cuando se exprese en un tejido específico o en un nivel de expresión 
específico.

Sin embargo, la invención se refiere también a cerdos de tamaño miniatura modificados, embriones, células 
donantes, blastocistos y/o fetos obtenidos por transferencia del ARNm y/o de la proteína de los genes divulgados en 
el presente documento. Por ello, la modificación del cerdo de tamaño miniatura está en una realización que no 10
conduce a la integración de un transgen en el genoma del cerdo de tamaño miniatura, embrión, blastocisto y/o feto.

El gen o transgen introducido, el producto de la transcripción y/o de la traducción o parte del mismo pueden provenir 
de cualquier especie, incluidas las bacterias, el cerdo, el ser humano, el ratón, la rata, la levadura, los invertebrados 
o las plantas. Las secuencias reguladoras del transgen pueden llevar a una expresión omnipresente o inducible o 
específica del tejido y/o del tiempo y puede provenir también de cualquier especie incluidas el cerdo, el ser humano, 15
el ratón, la rata, la levadura, los invertebrados o las plantas.

De manera importante, la modificación genética en la célula somática puede ser drigida a una zona específica en el 
genoma porcino por recombinación homóloga de una construcción dirigida o por procedimientos de corrección 
génica. Esto podía ser la inactivación (p. ej., el noqueado) de genes específicos que causarán una enfermedad o 
fenotipo.20

La recombinación homóloga tiene lugar entre dos moléculas de ADN homólogo. También se denomina 
entrecruzamiento de ADN. Por recombinación homóloga, un segmento ADN puede reemplazar otro segmento de 
ADN con una secuencia similar. El proceso implica rotura y reunión entre las zonas homólogas de ADN, que es 
mediada mediante enzimas especializadas. La técnica permite reemplazar un alelo con una construcción de 
ingeniería sin afectar a ningún otro locus en el genoma. Usando recombinación homóloga es posible dirigir la 25
inserción de un transgen a un locus conocido específico del genoma de las células anfitrión. Conociendo la 
secuencia ADN del locus diana, es posible reemplazar cualquier gen con una construcción 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 función reemplazándola in vivo con una copia defectuosa. Este 
procedimiento se conoce como "noqueado génico", que permite dirigir un gen específico aprovechándose de la 30
recombinación homóloga. 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 homólogo en el genoma de la célula, 
reemplazando el gen normal con una copia no funcional.

La recombinación homóloga puede ser aprovechada de manera similar para generar genes de fusión o la inserción 
de mutaciones puntuales en una estrategia de "activación", en la que un vector diana, que comprende un exón 35
relevante del locus diana fusionado con la secuencia de ADNc de la pareja de fusión-translocación cromosónica, es 
transfectada en células madre embrionarias, por lo que la secuencia recombinante se fusiona con un gen endógeno 
para generar la fusión de un gen.

Otra técnica aplicable que aprovecha el fenómeno denominado interferencia de ARN (ARNi), en que ARN de 
pequeña interferencia de 21 nucleótidos (ARNpi) puede provocar una eficaz degradación de los ARN específicos. La 40
interferencia de ARN constituye un nuevo nivel de regulación génica en células eucariotas. Se basa en el hecho de 
que la presencia de ARN de doble cadena en una célula elimina la expresión de un gen de la misma secuencia, 
mientras que la expresión de otros genes no relacionados se deja inalterada. El ARNpi estimula la maquinaria 
celular para trocear otro ARN de una sola cadena que tiene la misma secuencia que el ARNpi. En una realización 
preferida de la presente invención, los ARNpi son dirigidos hacia ApoE porcina y/o LDL porcina. En una realización, 45
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., metilación de ADN o metilación o acetilación/desacetilación de 
histonas) al incubar células somáticas, ovocitos o embriones reconstruidos de la HMC con componentes químicos tal 
como  tricostatina o compuestos con un efecto similar.50

La presente invención se refiere a un cerdo de tamaño miniatura, blastocisto, embrión, feto y/o célula donante 
modificados que comprenden un determinante genético en forma de al menos una mutación en el gen ApoE 
endógeno, y por ello porcino, y/o al menos una mutación en un gen LDL endógeno, y por ello porcino, de forma 
separada o en combinación como se describe en detalle en el presente documento.

La presente invención también se refiere a embriones, blastocistos y/o fetos porcinos derivados de un cerdo de 55
tamaño miniatura modificado que expresa al menos un fenotipo asociado con la aterosclerosis.

Está dentro del alcance de la presente invención que el cerdo de tamaño miniatura, blastocisto, embrión, feto y/o 
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célula donante modificados comprenden al menos una mutación, 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 realización de la presente invención el cerdo de tamaño miniatura modificado de acuerdo con la presente 
invención es mutado en el gen ApoE o parte del mismo, en el producto de la transcripción y/o de la traducción 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 transcripción y/o 5
de la traducción o parte del mismo (SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO:4)). Los genes son mutados así que la función del 
gen es interrumpida. Se comprende que una mutación y/o una función interrumpida del gen dará como resultado una 
reducción de la cantidad de producto de la transcripción o parte del mismo y/o producto de la traducción o parte del 
mismo de dicho gen comparada con la cantidad de producto de la transcripción y/o de la traducción del gen en 
cuestión, en el presente documento el gen ApoE y/o el gen LDL.10

Sin embargo, en otra realización el cerdo de tamaño miniatura transgénico es transgénico por una combinación de 
mutaciones, por ejemplo al menos una mutación en el gen ApoE endógeno porcino y/o al menos una mutación en el 
gen LDL endógeno porcino. 

Las mutaciones introducidas en el gen ApoE endógeno porcino y/o en el gen LDL endógeno porcino o parte del 
mismo pueden ser introducidas por cualquier procedimiento conocido por la persona experta en la técnica. En una 15
realización, se introduce, al menos, una mutación mediante el noqueado a través de recombinación homóloga. Sin 
embargo, en otra realización preferida, al menos una mutación está en la forma de una disminución en la cantidad 
de producto de la transcripción y/o de la traducción o parte del mismo del gen ApoE endógeno y/o del LDL endógeno 
comparada con la cantidad de producto de la transcripción y/o de la traducción 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 20
transcripción y/o de la traducción o parte del mismo es mediante el uso de los ARN pequeños de interferencia 
(ARNpi) dirigidos contra los productos transcripcionales o partes del mismo del gen ApoE y/o del gen LDL. En una 
realización preferida, el producto de la transcripción o parte del mismo del gen LDL es dirigido. Dianas no limitantes 
de los ARN pequeños de interferencia con expresión 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 combinación. En una realización 25
preferida la diana es T8. En otra realización la diana preferida es T9.

Tabla 1.

Dianas de los ANRhc dirigidos al receptor de LDL con expresión 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 más mutaciones del gen ApoE y/o LDL pueden estar en la zona codificante del gen ApoE y/o LDL, sin 
embargo, una o más mutaciones del gen ApoE y/o LDL pueden ser también determinadas en al menos una 30
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 transcripción y de la traducción, por ejemplo, promotores, potenciadores, secuencias que afectan a 
la poliadenilación, inicio de la traducción o de la transcripción, y corte y empalme de productos transcripcionales. Los 
promotores y potenciadores que controlan la transcripción de genes que codifican proteínas están compuestos de 
múltiples elementos genéticos. La maquinaria celular es capaz de reunir e integrar la información reguladora 
transmitida por cada elemento, permitiendo que genes diferentes desarrollen distintos, a menudo complejos, 5
patrones de regulación transcripcional. Los genes ApoE y/o LDL pueden, alternativamente, ser mutados en uno o 
más de sus exones.

En una realización, el gen ApoE endógeno porcino del cerdo de tamaño miniatura, embrión, blastocisto, célula 
donante y/o feto de la presente invención genéticamente modificados es mutado en uno o más de sus exones, 
interrumpiendo así la función génica de la ApoE. Por ello, puede ser mutado cualquier exón 1, exón 2, exón 3, o 10
exón 4 del gen ApoE porcino. El exón 1 está situado en el nucleótido 832-857 del gen ApoE porcino, el exón 2 en el 
nucleótido 1663-1728, el exón 3 en los nucleótidos 2473-2662, el exón 4 en los nucleótidos 3037-3879 del gen ApoE 
porcino. En una realización preferida, uno o más exones de la ApoE y/o de la LDL es mutado interrumpiendo el exón 
debido a la inserción de una construcción de nucleótidos por recombinación homóloga y tecnología de noqueado.

Es más, se comprende que el cerdo de tamaño miniatura, embrión, blastocisto, célula donante y/o feto de la 15
presente invención genéticamente modificados comprende el producto de la transcripción o parte del mismo y/o el 
producto de la traducción o parte del mismo de los genes ApoE y/o LDL porcinos como se ha descrito anteriormente.

En la mayoría 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 proteínas implicadas en el tráfico de lipoproteínas, y los más graves en humanos son causados por 20
mutaciones que afectan a la lipoproteína mediada por el receptor de LDL (hipercolesterolemia familiar dominante 
recesiva y autosómica).

Identidad de secuencias

En el presente documento se usan equivalentes y variantes funcionales de forma intercambiable. En una realización 
preferida de la invención, se proporcionan también variantes del gen del receptor de LDL y/o de la apolipoproteína A. 25
Si son polipéptidos, las variantes se determinan en base a su grado de identidad o su homología con una secuencia 
predeterminada de aminoácidos, siendo dicha secuencia predeterminada de aminoácidos productos de los genes 
del receptor de LDL y/o de la apolipoproteína A como se describe en el presente documento, o, si la variante es un 
fragmento, un fragmento de cualquiera de las secuencias de aminoácidos anteriormente mencionadas, 
respectivamente.30

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 35
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 más polinucleótidos: 
"secuencia predeterminada", "ventana de comparación", "identidad de secuencias", "porcentaje de identidad de 
secuencias" e "identidad sustancial".

Una "secuencia predeterminada" es una secuencia definida usada como una base para una comparación de 40
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 polinucleotídica de los genes del receptor de LDL y/o de la apolipoproteína 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 nucleótidos de longitud, frecuentemente al menos 25 nucleótidos de longitud, y a 45
menudo al menos 50 nucleótidos de longitud.

Como dos polinucleótidos pueden cada uno (1) comprender una secuencia (es decir, una parte de la secuencia 
polinucleotídica completa) que es similar entre los dos polinucleótidos, y (2) pueden comprender además una 
secuencia que es divergente entre los dos polinucleótidos, comparaciones de secuencias entre dos (o más) 
polinucleótidos se llevan a cabo típicamente comparando secuencias de los dos polinucleótidos sobre una "ventana 50
de comparación" para identificar y comparar regiones locales de similitud de secuencias. Una "ventana de 
comparación", como se usa en el presente documento, se refiere a un segmento conceptual de al menos 20 
posiciones de nucleótidos contiguos en la que una secuencia polinucleotídica puede ser comparada con una 
secuencia predeterminada de al menos 20 nucleótidos contiguos y en la que la parte de la secuencia 
polinucleotídica en la ventana de comparación puede comprender adiciones o supresiones (es decir, huecos) de 20 55
por ciento o menos comparado con la secuencia predeterminada (que no comprende adiciones ni supresiones ) para 
un alineamiento óptimo de las dos secuencias.

El alineamiento óptimo de las secuencias para alinear un ventana de comparación puede ser conducido por el 
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algoritmo de la homología local de Smith y Waterman (1981) Adv. Appl. Math. 2: 482, por el algoritmo de la 
homología de alineamiento de Needleman y Wunsch (1970) J. Mol. Biol. 48: 443, mediante la investigación 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 inspección, y se 5
selecciona el mejor alineamiento (es decir, dando como resultado el más elevado porcentaje de homología sobre la 
ventana de comparación) generado por los diversos procedimientos.

La expresión "identidad de secuencias" significa que dos secuencias polinucleotídicas son idénticas (es decir, en una 
base nucleótido-a-nucleótido) sobre la ventana de comparación. La expresión "porcentaje de identidad de 
secuencias" se calcula comparando dos secuencias óptimamente alineadas sobre la ventana de comparación, 10
determinando el número de posiciones en las que la base de ácido nucleico idéntica (p. ej., A, T, C, G, U, o I) 
aparece en ambas secuencias para producir el número de posiciones coincidentes, dividiendo el número de 
posiciones coincidentes por el número total de posiciones en la ventana de comparación (es decir, el tamaño de la 
ventana), y multiplicando el resultado por 100 para producir el porcentaje de identidad de secuencias. La expresión 
"identidad sustancial" como se usa en el presente documento indica una característica de una secuencia 15
polinucleotídica, en la que el polinucleótido 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, más 
normalmente al menos una identidad de secuencias del 99 por ciento comparado con un secuencia predeterminada 
sobre una ventana de comparación de al menos posiciones de 20 nucleótidos, frecuentemente sobre una ventana 
de al menos 25-50 nucleótidos, en la que el porcentaje de identidad de secuencias se calcula comparando la 20
secuencia predeterminada con la secuencia polinucleotídica que puede incluir supresiones o adiciones cuyo total es 
20 por ciento o menos de la secuencia predeterminada sobre la ventana de comparación. La secuencia 
predeterminada puede ser un subconjunto de una secuencia mayor, por ejemplo, como un segmento de la 
secuencia polinucleotídica del gen receptor de LDL y/o apolipoproteína A de longitud completa, ilustrada en el 
presente documento.25

La identidad de secuencias se determina en una realización 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 
aminoácidos contiguos y que tienen una secuencia de aminoácidos 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 
aminoácidos descritos en el presente documento, en la que la identidad en tanto por ciento se determina con el 30
algoritmo GAP, BESTFIT o FASTA en la Wisconsin Genetics Software Package Release 7.0, utilizando pesos de 
huecos por defecto.

Sustituciones de aminoácidos conservativas:

Las sustituciones dentro de los grupos de aminoácidos, mostrados más abajo, se consideran sustituciones de 
aminoácidos conservativas. Las sustituciones entre los diferentes grupos de aminoácidos se consideran 35
sustituciones de aminoácidos no conservativas.

P, A, G, S, T (neutra, débilmente hidrófoba)

Q, N, E, D, B, Z (hidrófila, aminoácido)

H, K, R (hidrófila, básica)

F, Y, W (hidrófoba, aromática)40

L, I, V, M (hidrófoba)

C (formación de entrelazamientos)

Mediante la expresión "productos de la transcripción o de la traducción" se pretende indicar en el presente 
documento productos de la transcripción 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 45
ARNm, y productos de la traducción 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 traducción de dichos polipéptidos, tal 
como  los productos del procesado proteolítico posterior a la traducción del polipéptido o polipéptidos o productos de 
varias modificaciones posteriores a la traducción de dicho polipéptido o polipéptidos.

Como se usa en el presente documento, la expresión "producto de la transcripción del gen" se refiere a una 50
molécula de ARN premensajero, pre-ARNm, que contiene la misma información de secuencia (si bien, los 
nucleótidos U reemplazan a los nucleótidos 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 traducción de información genética del 
gen en una proteína.

55
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Fenotipos

Son muchos los fenotipos asociados con la aterosclerosis. Se comprende que el modelo de cerdo de tamaño 
miniatura de la presente invención 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, acumulación de grasa,5
colesterol y otras sustancias en las paredes de las arterias, formación de placa, estenosis, obstrucción del flujo 
sanguíneo, ruptura de la placa, infarto, y/o claudicación.

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 estándar en el cerdo de tamaño miniatura observado antes del 
comienzo de un aumento en la cantidad de colesterol o comparado con un nivel estándar determinado de una 10
población 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 estándar, 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 15
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 estándar.

Por ello, un aumento de un 10 % en hipercolesterolemia en un cerdo que tiene un nivel estándar de 2 mmol/l 20
corresponde a una cantidad de colesterol de 2,2 mmol/l.

Los fenotipos asociados con la aterosclerosis comprenden la acumulación de grasa, colesterol y otras sustancias en 
las paredes de las arterias y forman placas. Finalmente, los depósitos de placa pueden hacer las arterias menos 
flexibles. El endurecimiento de la arteria puede dar como resultado un disminución en el flujo sanguíneo (estenosis) 
e incluso la obstrucción del flujo sanguíneo. Como consecuencia, un insuficiente suministro de sangre a los órganos. 25
La arteria puede compensar el estrechamiento de la arteria mediante el alargamiento de la arteria que si es excesivo 
lleva a la formación de una aneurisma. Si disminuye el flujo sanguíneo en las arterias que llevan al corazón, puede 
aparecer dolor torácico. 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 formación de un trombo que ralentizará o detendrá el flujo 
sanguíneo, llevando a la muerte de los tejidos afectados por la detención del flujo sanguíneo, también conocido 30
como infarto. Esta es una causa común del ataque al corazón y del accidente cerebrovascular. Alrededor de los 
depósitos de placa también pueden formarse coágulos de sangre. Los coágulos bloquean el flujo sanguíneo. Si el 
coágulo llega al corazón, a los pulmones o al cerebro, puede causar un accidente cerebrovascular, un ataque al 
corazón o un embolismo pulmonar.

También, la claudicación debida a insuficiente suministro de sangre a las piernas, típicamente debido a una 35
combinación tanto de estenosis como de aneurisma de segmentos estrechados por coágulos es una realización de 
los fenotipos asociados con la aterosclerosis. Otro fenotipo de cerdo de tamaño miniatura genéticamente modificado 
es la hipercolesterolemia en la que se observan sistemáticamente altos niveles de lipoproteína de baja densidad 
(LDL) comparado con los niveles normales, que conducen a la aterosclerosis prematura de las arterias coronarias. 
Típicamente en los hombres afectados, el ataque al corazón ocurre en sus 40 a 50. En humanos, la 40
hipercolesterolemia está a menudo en la forma de hipercolesterolemia familiar que es principalmente debido a 
mutaciones en genes que codifican proteínas implicadas en el tráfico de las lipoproteínas, causado por mutaciones 
nulas del homozigoto en el receptor de LDL.

Existe un número 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 cardíaco que es una prueba médica realizada para evaluar la 45
circulación de la sangre arterial hacia el miocardio (músculo del corazón) durante el ejercicio físico, comparado con 
la circulación de la sangre en reposo. También se usa ultrasonido de baja intensidad para detectar la velocidad del 
flujo sanguíneo en las arterias conocido como estudio Doppler, arteriografía por resonancia magnética, escaneo CT, 
arteriografía utilizando rayos X y para diagnosticar la aterosclerosis se usan colorante especial para ver dentro de las 
arterias, ultrasonido intravascular y/o escaneo dúplex ultrasónico.50

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

La presente invención proporciona procedimientos mejorados para la clonación de cerdos por transferencia nuclear 
que se refiere a la introducción de un complemento completo de ADN nuclear de una célula a una célula enucleada. 
El cerdo de tamaño miniatura genéticamente modificado de la presente invención puede ser obtenido utilizando 
cualquier técnica en la que se transfiera material genético modificado, producto de la transcripción y/o de la 55
traducción o parte del mismo desde en la célula donante hasta una célula anfitriona, tal como un ovocito enucleado. 
Existe un número de técnicas tal como la introducción de material genético desde una célula somática 
genéticamente modificada hasta un ovocito enucleado, por ejemplo, mediante microinyección o por transferencia 
nuclear
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En la clonación, la transferencia del núcleo de una célula (cuerpo) somática o célula somática en una célula huevo 
(ovocito) al que se ha quitado su propio núcleo (desnucleado o enucleado) se denomina transferencia nuclear de 
célula somática. El nuevo individuo se desarrollará a partir de este embrión reconstruido y será genéticamente 
idéntico al donante de la célula somática.

El modelo de cerdo de tamaño miniatura, embrión porcino, blastocisto y/o feto modificado obtenible por transferencia 5
nuclear de célula somática que comprende las etapas de a) establecer al menos un ovocito que tiene al menos una 
parte de una zona pelúcida modificada, b) separar el ovocito en al menos dos partes obteniendo al menos un 
citoplasto, c) establecer una célula donante o núcleo de célula que tenga propiedades genéticas deseadas, d) 
fusionar al menos un citoplasto con la célula donante o núcleo de célula rodeado por membrana, e) obtener un 
embrión reconstruido, f) activar el embrión reconstruido para formar un embrión; y g) transferir dicho embrión 10
cultivado a un mamífero anfitrión de manera que el embrión se desarrolle en un feto genéticamente modificado, en el 
que dicho embrión 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) 
a g).15

El ovocito de b) puede, en otra realización, ser separado en al menos tres partes obteniendo al menos dos 
citoplastos. Se comprende que la célula donante o el núcleo 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 mamífero anfitrión de g) es, en una realización, un cerdo, 
preferiblemente, un cerdo de tamaño miniatura Yucatán.20

Ovocito

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

Los ovocitos de acuerdo con la presente invención son aislados de oviductos y/u ovarios de un mamífero. 25
Normalmente, los ovocitos son recuperados de los cerdos muertos, aunque pueden ser aislados también de 
oviductos y/u ovarios de cerdos vivos. En una realización, los ovocitos son aislados por procedimientos de 
recuperación oviductal o por métodos de recuperación transvaginal. En una realización preferida, los ovocitos son 
aislados por aspiración. Los ovocitos son típicamente madurados en un variedad de medios conocidos por una 
persona experta en la técnica antes de la enucleación. Los ovocitos también pueden ser aislados a partir de los 30
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 comprenderá por los 
expertos en la técnica que los preferidos son los ovocitos recién aislados y madurados, también se comprenderá que 
es posible criopreservar los ovocitos después de la recolección o después de maduración. Si se utilizan ovocitos 35
criopreservados después deben ser inicialmente descongelados antes de colocar los ovocitos en el medio de la 
maduración. Los procedimientos de la descongelación de materiales criopreservados de manera que sean activos 
después del proceso de la descongelación son bien conocidos por aquellos de experiencia normal en la técnica. Sin 
embargo, en general, la criopreservación de ovocitos y citoplastos es un procedimiento muy exigente, y es 
especialmente difícil en los cerdos, debido a la fragilidad general anteriormente mencionada de los ovocitos y 40
citoplastos de cerdo, y debido al alto contenido de lípidos que los hace muy sensibles a lesiones por frío (es decir, 
lesiones que aparecen entre +15 y +5°C durante el procedimiento de enfriamiento y calentamiento).

En otra realización, ovocitos maduros (metafase II) 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 II son recolectados quirúrgicamente a partir bien de cerdos no superovulados o 45
bien superovulados 35 a 48 horas pasado el comienzo del estro o pasada la inyección de gonadotropina coriónica 
humana (hCG) u hormona similar.

Si los ovocitos han sido cultivados in vitro, las células cúmulo que están rodeando los ovocitos in vivo pueden tener 
acumulados que pueden ser retirados para proporcionar ovocitos que están en un estadio más adecuado de 
maduración para la enucleación. Las células cúmulo pueden ser retiradas pipeteando o mediante vórtex, por 50
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 55
tamaño miniatura adecuado. A este respecto, el ovocito pueden ser obtenido de cualquier fuente de cerdo de 
tamaño miniatura y en cualquier estadio de maduración.

Se ha informado que el estadio de maduración del ovocito de enucleación y la transferencia nuclear tiene 
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importancia en el éxito de los métodos de transferencia nuclear. Los ovocitos inmaduros (profase I) de los ovarios de 
cerdo son a menudo recolectados por aspiración. Con el fin de emplear técnicas tal como  ingeniería genética, 
transferencia nuclear y clonación, 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 clonación con éxito del embrión de cerdo utiliza el ovocito en el estadio de la metafase II como 5
ovocito receptor porque se cree que en este estadio de maduración el ovocito puede ser o está suficientemente 
activado para tratar el núcleo introducido como si fuera un esperma fertilizante. Sin embargo, la presente invención 
se refiere a cualquier estadio de maduración del ovocito que sea adecuado para llevar a cabo la transferencia 
nuclear de la célula somática, embriones, blastocistos y/o cerdos transgénicos obtenibles por el procedimiento de 
transferencia nuclear de célula somática de la presente invención.10

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

En una realización preferida de la presente invención, el ovocito es de una cerda adulta o de una cerda joven, 
preferiblemente, de una cerda adulta.15

El donante (célula somática o núcleo de célula somática) y el receptor (citoplasto) involucrados en el procedimiento 
de transferencia nuclear de la célula de acuerdo con la presente invención es un cerdo. Así mismo, los embriones 
reconstruidos pueden ser implantados en un cerdo de acuerdo con la presente invención. 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 invención puede ser hembra o macho. La edad del cerdo de tamaño 20
miniatura puede ser cualquier edad tal como adulto o, por ejemplo, feto.

Embrión

De acuerdo con la presente invención, un embrión reconstruido (es decir, un embrión de una sola célula) contiene el 
material genético de la célula donante. Posteriormente, el embrión reconstruido se divide progresivamente en un 
embrión multicelular después del comienzo de la mitosis. In vitro, el comienzo de la mitosis es típicamente inducido 25
por activación como se describe en el presente documento.

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

Cuando el embrión contiene aproximadamente 12-16 células se denomina "mórula". Posteriormente, el embrión se 30
divide adicionalmente y se forman muchas células, y una cavidad cística llena de fluido dentro de su centro, la 
cavidad blastocele. En este estadio, el embrión se denomina "blastocisto". El estadio de desarrollo del ovocito 
"fertilizado" en el momento es fácil de implantar; formado a partir de la mórula 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 invención puede ser implantado en el útero de un mamífero anfitrión y 35
continúa creciendo hasta feto y después hasta animal.

En los procedimientos proporcionados en el presente documento para obtener un mamífero no humano 
genéticamente modificado o transgénico, para la clonación de un mamífero no humano, para el cultivo de un 
embrión reconstruido, y/o para la criopreservación de un embrión de cerdo, el embrión puede ser cultivado in vitro. El 
embrión puede, por ejemplo, ser cultivado en cultivo secuencial. Se comprenderá que el embrión puede ser un 40
embrión normal o un embrión reconstruido como los definidos en otra parte en el presente documento.

La presente invención se refiere, por ello, a un embrión porcino modificado, blastocisto y/o feto derivados del modelo 
de cerdo de tamaño miniatura genéticamente modificado como se divulga en el presente documento y/o el embrión 
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.45

Se comprende que el embrión porcino modificado, blastocisto y/o feto derivados del modelo de cerdo de tamaño 
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 
mutación de la ApoE y un cerdo transgénico para al menos una mutación de la LDL.

Citoplasto50

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

Mediante la expresión "célula donante" de la presente invención se pretende indicar célula somática y/o células 
derivadas de la línea germinal.

Mediante le expresión "célula somática" de la presente invención se pretende indicar cualquier célula (cuerpo) de un 
animal en cualquier estadio del desarrollo. Por ejemplo, las células somáticas pueden provenir de tejido fetal o 5
adulto. Células somáticas especialmente preferidas son las de origen fetal. Sin embargo, también pueden usarse 
células de una línea germinal. De acuerdo con la presente invención una célula donante es una célula somática. En 
otra realización de la presente invención, la célula donante es una célula derivada de una línea de células 
germinales.

En una realización preferida de la presente invención, la célula donante alberga propiedades genéticas deseadas. 10
Sin embargo, la célula donante puede albergar propiedades genéticas deseadas que han sido adquiridas por 
manipulación genética como se describe en otra parte en el presente documento.

Las células somáticas se seleccionan del grupo constituido por células epiteliales, células neuronales, células 
epidérmicas, queratinocitos, células hematopoyéticas, melanocitos, condrocitos, linfocitos (linfocitos B y T), 
eritrocitos, macrófagos, monocitos, células mononucleares, fibroblastos, células musculares cardíacas, y otras 15
células musculares.

Estas pueden obtenerse de diferentes órganos, p. ej., piel, pulmón, páncreas, hígado, estómago, intestino, corazón, 
órganos reproductores, vejilla, riñón, uretra y otros órganos urinarios.

Los cerdos de tamaño miniatura a partir de los cuales se pueden derivar las células somáticas se describen en otra 
parte en el presente documento. Una realización preferida de la invención es el empleo de células somáticas que 20
provienen de la misma especie que el ovocito receptor (citoplasto).

Preferiblemente, las células somáticas son células fibroblastos ya que pueden obtenerse tanto de los fetos en 
desarrollo como de los animales adultos en grandes cantidades. Los fibroblastos pueden además reproducirse 
fácilmente in vitro. Lo más preferiblemente, las células somáticas son fibroblastos de origen fetal cultivados in vitro.

En una realización preferida, las células somáticas son modificadas genéticamente. Todavía en una realización más 25
preferida de la presente invención, las células somáticas son, preferiblemente, de origen fetal o, por ejemplo, de 
adultos.

La presente invención se refiere, por ello, a una célula donante porcina modificada derivada del modelo de cerdo de 
tamaño miniatura genéticamente modificado como se divulga en el presente documento y/o el embrión porcino 
modificado comprende al menos un gen ApoE humano modificado y/o el gen LDL humano y/o el gen ApoE porcino 30
y/o el gen LDL porcino, producto de la transcripción y/o de la traducción o parte del mismo.

Se comprende que la célula donante porcina modificada del modelo de cerdo de tamaño 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 mutación de la ApoE y un cerdo 
transgénico para al menos una mutación de la LDL.35

Tipo de modificación genética

Las células donantes pueden ser modificadas genéticamente por cualquier procedimiento estándar conocido en la 
técnica. La modificación genética puede ser un modificación del ADN genómico por supresión, inserción, duplicación 
y/u otras formas de mutación, incluida la mutación puntual. La modificación puede hacerse en secuencias 
codificantes y/o en secuencias no codificantes. Las construcciones de ADN para la inserción pueden albergar un gen 40
de interés y/o secuencias reguladoras tal como promotores, aisladores, potenciadores, represores o sitios de 
entrada al ribosoma.

En algunas realizaciones, en el genoma sólo se introduce una modificación genética. En otras realizaciones, sin 
embargo, el genoma puede ser modificado en más de un sitio. Técnicas adecuadas para modificación genética de 
células de mamífero, tal como  fibroblastos, incluyen técnicas tal como adición génica por recombinación no 45
homóloga, sustitución génica por recombinación homóloga y corrección génica. Esto puede incluir el empleo de 
inserción retroviral, transferencia de transposón y/o técnicas cromosómicas artificiales. La recombinación ADN no 
homólogo puede, p. ej., 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 transposón puede llevarse a 
cabo como se describe en Izsvak et al.(1997) célula 91:501. La sustitución génica por recombinación homóloga 50
puede, p. ej., implicar las técnicas descritas por  Uranow et al. (2005) Nature 435:646. Las técnicas para la edición 
génica se han descrito en Andersen et al. (2002) J. Mol. Med. 80:770, Liu et al (2002) Gene Ther. 9:118 y Sørensen 
et al.(2005) J. Mol. Med. 83:39.

En una realización preferida, la célula donante es genéticamente modificada por integración aleatoria, recombinación 
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homóloga de los genes divulgados en el presente documento en el genoma de la célula donante.

En una realización preferida de la presente invención, la célula donante es genéticamente modificada (como se 
describe en una solicitud de patente en tramitación junto con la presente). La célula donante o el núcleo transportan 
un genoma marcado con SB que contiene un sitio diana de recombinación Flp para la inserción o integración del gen 
específico para el sitio. El genoma marcado con SB resulta de la integración de un vector diana recombinante que 5
comprende una construcción de un trasposón de ADN y un casete de gen bicistrónico que comprende (i) un sitio de 
recombinación FRT y (ii) un gen de selección controlado por IRES. La construcción de un trasposón de ADN puede 
ser cualquier construcción en la que esté presente cualquier transposón de ADN. En la presente invención, la 
construcción del trasposón de ADN es el vector trasposón de ADN Sleeping Beauty (SB). El sitio de recombinación 
FRT puede estar incorporado en la secuencia codificante de un gen de selección que permite detectar si ha tenido 10
lugar una transposición. El gen de selección de la presente invención no se limita a ningún gen de selección 
particular. En realizaciones preferidas el gen de selección son genes que confieren resistencia a los antibióticos o a 
los fármacos, tal como los genes con resistencia a la puromicina, tetraciclina, estreptomicina o higromicina, o el gen 
de la proteína verde fluorerscente potenciado (eGFP), genes de la proteína roja fluorescente o similares.

El sitio de recombinación FRT puede, por ello, ser incorporado en una variante de la fusión accionada por el 15
promotor SV40 del gen de selección. Sin embargo, de acuerdo con la presente invención, puede usarse cualquier 
promotor adecuado para conferir la expresión de un gen de selección. Ejemplos no limitantes de tales promotores 
son CMV (citomegalovirus) o promotor PGK.

El gen de selección controlado por IRES no se limita de forma similar a ningún gen de selección particular. En 
realizaciones preferidas, el gen de selección son genes que confieren resistencia a los antibióticos o fármacos, tal 20
como  genes con resistencia a puromicina, tetraciclina, estreptomicina o higromicina, o el gen de la proteína verde 
fluorescente potenciado (eGFP), genes de la proteína roja fluorescente o similares.

La construcción 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.25

La célula donante o el núcleo pueden también provenir de un cerdo de tamaño miniatura genéticamente modificado 
que comprende al menos un sitio para la integración de al menos un transgen. Una realización preferida es una 
célula donante o un núcleo en la forma de un fibroblasto, tal como un fibroblasto primario.

La presente invención también se refiere a un procedimiento para producir una célula porcina que comprende un 
genoma marcado con SB que contiene un sitio diana de recombinación Flp para la inserción del gen específico del 30
sitio. El procedimiento comprende las etapas de:

a) proporcionar una célula de mamífero, b) transfectar la célula de a) con un plásmido que expresa una transposasa 
y un vector diana recombinante que comprende una construcción de transposón de ADN y un casete de gen 
bicistrónico que comprende (i) un sitio de recombinación FRT y ii) un gen de selección controlado por IRES, c) 
seleccionar células marcadas con SB.35

Como se ha descrito en otra parte en el presente documento la célula de mamífero puede ser cualquier célula. En 
una realización en la que la célula porcina va a ser usada posteriormente para obtener un cerdo de tamaño 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 realización preferida, un fibroblasto y, lo más preferido, un 
fibroblasto primario porcino.40

Se comprende que un transgen deseado puede integrarse directamente en el, al menos, un sitio para la integración 
presente en el genoma de la célula. Sin embargo, la célula en la que el genoma transporta al menos un sitio para la 
integración se usa, en otra realización, como una célula donante para la producción de un cerdo de tamaño 
miniatura genéticamente modificado, por ejemplo, mediante microinyección de la célula donante o del núcleo de la 
misma en un ovocito o mediante, por ejemplo, transferencia nuclear somática. En una realización preferida, la célula 45
donante o el núcleo de la misma se usan para la obtención de un cerdo de tamaño miniatura genéticamente 
modificado por transferencia nuclear somática utilizando el procedimiento como se ha descrito en otra parte en el 
presente documento.

El transgen o gen de interés que se integrará en las células dirigidas de la presente invención no se limita a ningún 
gen particular. En una realización, el gen que se integrará es un gen causante de una enfermedad que da como 50
resultado la formación de un cerdo de tamaño miniatura genéticamente modificado que presenta un fenotipo de 
interés. De acuerdo con la presente invención, el gen de interés que se integrará en la célula porcina es 
Apolipoptroteína E (ApoE) y/o receptor de LDL.

La integración del transgen en al menos un sitio para la integración presente en el genoma del célula se emplea para 
transfección en la célula del ADN plasmídico que contiene el gen de interés y también sitios FRT, y un plásmido que 55
expresa la Flp recombinasa usada para apoyar la integración en los sitios FRT.
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Enucleación

El procedimiento de enucleación de un ovocito se puede seleccionar del grupo de procedimientos constituidos por 
aspiración, eliminación física, uso de fluorocromos específicos de ADN, exposición a la luz ultravioleta y/o 
enucleación químicamente asistida. En una realización, la presente invención se refiere al uso de fluorocromos 
específicos de ADN.5

La enucleación puede, sin embargo, realizarse por exposición a la luz ultravioleta. En un realización particular, la 
enucleación es químicamente asistida antes de la eliminación física del núcleo. La enucleación químicamente 
asistida utilizando, por ejemplo, agentes antineoplásicos, tal como  demecolcina (N-desacetil-N-metil-1-colquicina), 
y/o por ejemplo etopósido o agentes relacionados puede ser realizada antes de la modificación enzimática de la 
zona pelúcida. La enucleación químicamente asistida comprende cultivar COC madurados en el medio de 10
maduración como se describe en otra parte en el presente documento complementado con demecolcina durante un 
período de tiempo particular. En el intervalo de 0,1 µg/ml a 10 µg/ml de demecolcina, tal como 0,2 µg/ml a 10 µg/ml, 
por ejemplo 0,3 µg/ml a 10 µg/ml, tal como 0,25 µg/ml a 5 µg/ml, por ejemplo 0,3 µg/ml a 1 µg/ml, tal como 0,25 
µg/ml a 0,5 µg/ml, por ejemplo 0,4 µg/ml de demecolcina pueden ser complementados con el medio de maduración. 
De forma similar, el medio de maduración puede ser complementado con etopósido, por ejemplo, en el intervalo de 15
0,1 µg/ml a 10 µg/ml de etopósido, tal como 0,2 µg/ml a 10 µg/ml, por ejemplo 0,3 µg/ml a 10 µg/ml, tal como 0,25 
µg/ml a 5 µg/ml, por ejemplo 0,3 µg/ml a 1 µg/ml, tal como 0,25 µg/ml a 0,5 µg/ml, por ejemplo 0,4 µg/ml de 
etopósido pueden ser complementados con el medio de maduración. El tiempo para el cultivo de los COC en 
presencia de agentes antineoplásicos varía 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 20
ejemplo 10 min a 3 horas, tal como 30 min a 1,5 horas, por ejemplo 45 min.

En una realización particular, la enucleación químicamente asistida se realiza utilizando 0,45 µg/ml de demecolcina 
y/o etopósido añadido al medio de maduración durante 45 min.

En una realización particular, se prefiere que la enucleación sea mediante eliminación física del núcleo. La 
eliminación física puede ser por separación, por ejemplo, por bisección del ovocito en dos mitades (dos partes), una 25
que contiene el núcleo 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 invención. Alternativamente, la 
separación es por trisección, dando como resultado tres partes de las que dos partes son citoplastos. En otra
realización, el ovocito puede ser separado en cuatro partes, dando como resultado la producción de tres citoplastos. 
El ovocito puede incluso ser separado en cinco partes por eliminación física, dando como resultado cuatro 30
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 o más partes.

La separación física del ovocito y posterior eliminación de la parte del ovocito que transporta el núcleo puede 
lograrse mediante el uso de una cuchilla microquirúrgica.

Los ovocitos pueden ser cribados para identificar qué ovocitos han sido enucleados con éxito. Las partes del ovocito 35
que albergan ADN nuclear pueden ser identificados mediante tinción con fluorocromo Hoechst, cuyo procedimiento 
de tinción 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 pelúcida

La zona pelúcida es una capa o envoltura no celular, gruesa, transparente, de espesor uniforme que rodea un 40
ovocito

Generalmente, se considera que una zona pelúcida intacta es importante en la transferencia nuclear de la célula 
debido a varios parámetros. Un parámetro es mantener el cuerpo polar cerca de la placa metafase del ovocito con el 
fin de indicar el sitio apropiado para la enucleación. Otro parámetro se refiere al mantenimiento de la célula donante 
cerca del citoplasto ovocito antes y durante la fusión. También, se cree que la zona confiere protección a la célula 45
donante y al citoplasto durante la fusión. Finalmente, se cree que el desarrollo del embrión después de la 
reconstitución y de la activación es apoyado por la zona pelúcida.

La modificación de, al menos, una parte de la zona pelúcida puede ser realizada por varios procedimientos. Por 
ejemplo, puede utilizarse la manipulación física para modificar la zona. Pero también puede emplearse el tratamiento 
químico con agentes tal como  las soluciones ácidas (solución ácida de Tyrode). Un ejemplo de agentes químicos 50
que se pueden emplear en la presente invención es el de las soluciones ácidas, por ejemplo Tyrode. En una 
realización particular de la invención, la zona pelúcida es modificada por digestión enzimática. Tal digestión 
enzimática puede ser realizada por enzimas que comprenden, por ejemplo, tripsina. Alternativamente, puede usarse 
una proteasa específica, tal como pronasa.

En una realización preferida, la digestión enzimática da como resultado, al menos, una digestión parcial de una parte 55
de la zona pelúcida que, en una realización preferida de la presente invención quiere decir que al menos un parte de 
la zona pelúcida está siendo eliminada, o que la zona pelúcida es parcialmente eliminada. En el presente contexto, 
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la zona pelúcida no se elimina completamente.

De acuerdo con una realización especialmente preferida de la presente invención, la parte parcialmente digerida de 
la zona pelúcida se caracteriza porque la zona pelúcida es todavía visible y por el hecho de que el ovocito no ha 
llegado a deformarse.

La digestión parcial puede lograrse por exposición a una proteasa. En otra realización de la presente invención, la 5
digestión parcial puede realizarse mediante el uso de una pronasa. En otra realización más, la digestión parcial 
puede lograrse por un combinación de una proteasa y una pronasa.

En una realización preferida, la concentración de pronasa está 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 10
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 realización preferida es una concentración 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.15

Una realización particular de la presente invención es una concentración 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 realización preferida, la concentración de pronasa está en el intervalo de 2,5 mg/ml a 3,5 mg/ml, tal como 20
2,75 mg/ml a 3,5 mg/ml, por ejemplo 3 mg/ml a 3,5 mg/ml. En una realización especial la concentración 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 invención es T33 (medio de TCM 199 tamponado con Hepes que contiene 33 % de 
suero bovino (como se describió anteriormente - Vajta, et al., 2003).25

El tiempo de incubación del ovocito en la solución de pronasa está 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 realización de la presente invención, el tiempo de incubación está 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 30
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 realización particular de la presente invención, el tiempo de incubación está 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 35
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 incubación 
especialmente preferido es el de 5 segundos.

En una realización preferida de la presente invención, el ovocito es tratado durante 5 segundos en una solución de 40
pronasa de 3,3 mg/ml a 39 °C.

Embrión reconstruido

Mediante la expresión "embrión reconstruido" se pretende indicar la célula que se forma por la inserción de la célula 
donante o del núcleo de la célula donante en el ovocito enucleado que corresponde a un zigoto (durante la 
fertilización normal). Sin embargo, la expresión "embrión reconstruido" es también denominada "célula45
reconstituida". En la presente invención, la célula donante es una célula somática. Sin embargo, la célula donante 
puede derivarse también de una célula de una línea germinal.

Fusión

La transferencia de una célula donante o de un núcleo rodeado por una membrana desde una célula donante hasta, 
al menos, el citoplasto se realiza, de acuerdo con la presente invención, por fusión. En las situaciones descritas a 50
continuación la expresión "célula donante" se refiere también a un núcleo de una célula donante rodeado por una 
membrana. La fusión puede lograrse por varios procedimientos.

La fusión 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.5

La fusión puede ser realizada de acuerdo con las combinaciones listadas anteriormente de forma simultánea o 
secuencial. En una realización de la presente invención, la fusión se realiza de forma simultánea. En otra realización, 
la fusión de al menos un citoplasto y una célula donante se realiza de forma secuencial.

Por ejemplo, la fusión puede lograrse por fusión química, en la que una célula donante y, al menos, un citoplasto se 
exponen a agentes promtores de la fusión tal como por ejemplo proteínas, glicoproteínas o carbohidratos o una 10
combinación de los mismos. Se conocen diversos agentes promotores de la fusión, por ejemplo, polietilenglicol 
(PEG), tripsina, dimetilsulfóxido (DMSO), lectinas, aglutinina, virus, y virus Sendai. Preferiblemente, se usa 
fitohemaglutinina (PHA). Sin embargo, pueden usarse manitol y/o poli(alcohol vinílico).

Alternativamente, la fusión puede realizarse por inducción con corriente continua (CC) a través del plano de fusión. A 
menudo se emplea corriente alterna (CA) para alinear las células donante y receptora. La electrofusión produce un 15
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 abrirán pequeños 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 pequeños canales aumentarán gradualmente y, finalmente, las dos células se 
fundirán en una sola célula.20

La alineación 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 realización preferida 
la alineación de al menos un citoplasto y la célula donante puede ser realizada utilizando corriente alterna de 0,2 
kV/cm.

La fusión puede ser inducida por la aplicación de corriente continua a través del plano de fusión de al menos un 25
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 realización preferida de la presente 
invención es la aplicación de corriente continua en el intervalo de 0,5 a 2 kV/cm. En una realización 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 30
microsegundos, por ejemplo 5 a 10 microsegundos. Una realización particular pueden ser 9 microsegundos.

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

La electrofusión y la fusión química también pueden, sin embargo, combinarse.

Típicamente, la electrofusión se realiza en cámaras de fusión como es conocido por la persona experta.35

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

La fusión 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 fusión puede comprender la fusión del par fusionado (citoplasto-célula 40
donante, embrión reconstruido) con al menos un citoplasto, así como al menos dos citoplastos, por ejemplo tres 
citoplastos, así como cuatro citoplastos, por ejemplo cinco citoplastos, así como seis citoplastos, por ejemplo siete 
citoplastos, así como ocho citoplastos. La segunda etapa de fusión con la fusión de al menos un citoplasto y el par 
fusionado puede realizarse de forma secuencial o simultánea. En una realización, al menos dos citoplastos son 
fusionados con el par fusionado de forma simultánea. En otra realización, al menos dos citoplastos son fusionados 45
con el par fusionado de forma secuencial.

En una realización de la invención, la segunda etapa de fusión pueden también ser una etapa de activación en la 
que el embrión reconstruido es activado para entrar en mitosis. Como se ha descrito en otra parte en el presente 
documento.

Activación50

En una realización preferida el embrión reconstruido puede dejarse reposar antes de la activación durante un 
período de tiempo con el fin de permitir que el núcleo de la célula donante restaure su genoma y adquiera toda la 
potencia en los nuevos alrededores del citoplasto enucleado. El embrión reconstruido puede, por ejemplo, reposar 
durante una hora antes de la activación.
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Preferiblemente, el embrión reconstruido puede ser activado con el fin de inducir la mitosis. Los procedimientos para 
la activación pueden seleccionarse, preferiblemente, del grupo constituido por pulso eléctrico, choque químicamente 
inducido, niveles intracelulares crecientes de cationes divalentes o reducir la fosforilación. Para la activación pueden 
preferirse una combinación de los procedimientos.

En una realización particular de la invención, la activación y la segunda etapa de la fusión pueden realizarse de 5
forma simultánea. Sin embargo, la activación del embrión reconstituido y al menos una etapa adicional de fusión 
entre el embrión reconstruido y al menos un citoplasto pueden realizarse de forma secuencial.

Reduciendo la fosforilación de proteínas celulares en el embrión reconstruido por procedimientos conocidos tal como  
por ejemplo por la adición de inhibidores de quinasa se puede activar el embrión reconstituido. Una realización 
preferida puede implicar el uso de agentes que inhiben la síntesis de proteínas, por ejemplo cicloheximida. Una 10
realización preferida adicional puede ser utilizar agentes que inhiben la formación del cuerpo en huso, por ejemplo 
citocalasina B.

En una realización de la invención, los niveles intracelulares de cationes divalentes pueden incrementarse. Cationes 
divalentes tal como , por ejemplo, calcio pueden estar comprendidos en el medio de activación. Preferiblemente, los 
cationes pueden introducirse en el embrión reconstruido, particularmente después de someter el embrión 15
reconstruido a un pulso eléctrico. En una realización preferida, el pulso eléctrico puede causar la introducción de 
calcio en el embrión reconstruido.

La aplicación de un pulso eléctrico utilizando corriente continua puede ser una etapa de activación. Sin embargo, en 
una realización preferida el pulso eléctrico aplicado para la activación puede servir también como una etapa 
adicional de la fusión.20

Antes de aplicar un pulso eléctrico utilizando corriente continua al menos un citoplasto y al menos un embrión 
reconstruido pueden ser alineados mediante la aplicación 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 realización preferida 
la alineación de al menos un citoplasto y la célula donante puede ser realizada utilizando corriente alterna de 0,2 
kV/cm.25

La activación puede ser inducida por la aplicación de corriente continua a través del plano de fusión 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 realización preferida de la presente invención es la aplicación de corriente continua en 
el intervalo de 0,5 a 2 kV/cm. En una realización 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 30
150 microsegundos, por ejemplo 50 a 100 microsegundos. Una realización particular pueden ser 80 microsegundos.

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

Una realización especialmente preferida de activación de acuerdo con la presente invención puede ser utilizar un 
pulso eléctrico en combinación con someter el embrión reconstruido a agentes que inhiben la síntesis de proteínas, 35
a formación de cuerpo en huso, y a cationes divalentes.

La activación puede ser realizada por cualquier combinación de los procedimientos descritos anteriormente.

Cultivo de embriones in vitro

Un aspecto de la invención se refiere a un procedimiento de cultivo de embriones in vitro, en el cual la tasa de 
blastocisto aumentó a 25,3 %. Por ello, un procedimiento de cultivo de un embrión reconstruido está dentro del 40
alcance de la presente invención, comprendiendo las etapas de a) establecer al menos un ovocito que tiene al 
menos una parte de zona pelúcida, b) separar el ovocito en al menos dos partes obteniendo un ovocito que tiene un 
núcleo y al menos un citoplasto, c) establecer una célula donante o el núcleo de la célula que tenga las propiedades 
genéticas deseadas, d) fusionar al menos un citoplasto con la célula donante o el núcleo celular rodeado por la 
membrana, e) obtener el embrión reconstruido, f) activar el embrión reconstruido para formar un embrión, y e) 45
cultivar dicho embrión.

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

En una realización preferida en relación 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 50
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 Día 0 hasta el 
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Día 3, tal como desde el Día 0 hasta el Día 2.

La concentración 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 concentración de piruvato sódico 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 concentración varía 5
entre 0,05 y 0,17 mM. Una concentración preferida de lactato sódico es 0,17 mM.

La concentración 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 
concentración de lactato sódico 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, 10
la concentración varía entre 1 y 5 mM, tal como 2 a 4 mM, por ejemplo 2 a 3 mM. Una concentración preferida de 
lactato sódico es 2,73 mM.

Después del medio de incubación 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 Día 4 hasta el Día 3, preferiblemente desde 
el Día 3 hasta el Día 7. La concentración de glucosa puede variar desde 1 a 10 mM, tal como 2 a 10 mM, por 15
ejemplo 3 a 10 mM, tal como 4 a 10 mM, por ejemplo 5 a 10 mM. Sin embargo la concentración 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 concentración 
preferida de glucosa de acuerdo con la presente invención es de 5,5 mM de glucosa.

Donación de órganos o tejidos

En una realización, los animales de la invención pueden usarse como una fuente de donación de órganos o tejidos 20
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. Órganos completos que pueden ser 
transplantados incluyen corazón, riñón, hígado, páncreas o pulmón. Alternativamente, partes de órganos, tal como 
tejidos de órganos específicos pueden ser transplantados o transferidos a humanos u otros animales. En una 
realización adicional más, una célula individual o una población de células individuales de un animal de la invención 25
pueden ser transferidas a un ser humano u otro animal con fines terapéuticos.

Criopreservación

El término "criopreservación" como se usa en el presente documento puede referirse a la vitrificación de un ovocito, 
citoplasto, una célula, embrión, o cerdo de la invención. Las temperaturas empleadas en la criopreservación son 
preferiblemente, inferiores a -80 grados C, y más preferiblemente, de temperaturas inferiores a -196 grados C. Los 30
ovocitos, células y embriones de la invención pueden ser criopreservados durante un período indefinido de tiempo. 
Se sabe que los materiales biológicos pueden ser criopreservados durante más de cincuenta años.

Está dentro del alcance de la presente invención qué embriones pueden ser criopreservados antes de transferir a un 
cerdo anfitrión cuando se emplean procedimientos para obtener un mamífero no humano a través de ingeniería 
genética o transgénico. Tal criopreservación antes de la transferencia puede estar en el estadio de blastocito del 35
desarrollo del embrión. La vitrificación es una forma de criopreservación donde las células vivas son enfriadas 
rápidamente de manera que el fluido de la célula no se conforma en hielo. Por ello, la vitrificación se refiere al 
proceso de enfriamiento en el que células o tejidos totales son preservados por enfriamiento a bajas temperaturas 
bajo cero, tal como (típicamente) -80 ºC o -196 ºC

En particular, la invención se refiere a la vitrificación de un ovocito, sin embargo, la invención también se refiere a la 40
vitrificación de embriones, preferiblemente, embriones en el estadio de blastocito. En una realización, el embrión es 
cultivado hasta el estadio de blastocisto antes de la vitrificación. Especialmente, están abarcados por la presente 
invención los embriones de cerdo. También están abarcados por la presente invención los citoplastos vitrificados, ya 
que son células.

Todavía otro aspecto de la invención se refiere a la criopreservación de un embrión de cerdo derivado por un 45
procedimiento de transferencia nuclear de la célula como se describe en el presente documento que comprende una 
etapa de vitrificar un embrión de cerdo. Un aspecto adicional de la invención se refiere a embriones de cerdo 
obtenidos u obtenibles por los procedimientos proporcionados en el presente documento.

Mitocondria

Las células del tejido de los mamíferos no humanos y/o de los embriones no humanos genéticamente modificados 50
obtenibles por la presente invención pueden albergar mitocondria de diferentes fuentes maternas. En una realización 
preferida, los mamíferos no humanos y/o los embriones no humanos pueden albergar mitocondria de sólo una 
fuente materna. Sin embargo, en otra realización preferida los mamíferos 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 55
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 número específico de fuentes maternas puede calcularse basado en 
los tipos de mitocondria observados.

Evaluación del tratamiento y procedimientos de diagnosis

La presente invención ofrece un procedimiento para cribar la eficacia de una composición farmacéutica, en la que el 
procedimiento comprende las etapas de i) proporcionar el modelo de cerdo de tamaño miniatura de la presente 5
invención, ii) expresar en dicho modelo de cerdo de tamaño miniatura el determinante genético y utilizar dicho 
fenotipo para dicha enfermedad, iii) administrar al modelo de cerdo de tamaño miniatura una composición 
farmacéutica cuya eficacia va a ser evaluada, y v) evaluar el efecto, en su caso, de la composición farmacéutica 
sobre el genotipo utilizado por el determinante genético cuando se expresa en el modelo de cerdo de tamaño 
miniatura. En una realización preferida, los ensayos preclínicos de fármacos que tienen como diana la estabilidad de 10
la placa y la trombosis superpuesta está dentro del alcance de la presente invención.

Es más, dentro del alcance de la presente invención está 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 tamaño miniatura de la presente invención, ii) tratar dicho modelo de cerdo de tamaño miniatura 
con una composición farmacéutica que utilice un efecto sobre dicho fenotipo, y iii) evaluar el efecto observado. 15
Basado en la evaluación se puede recomendar el tratamiento basado en los efectos observados.

Además, la presente invención 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 
tamaño miniatura de la presente invención, ii) expresar en dicho modelo de cerdo de tamaño miniatura el 
determinante genético y utilizar dicho fenotipo para dicha enfermedad, iii) administrar a dicho modelo de cerdo de 20
tamaño miniatura una composición 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 
tamaño miniatura. En una realización preferida, el tratamiento comprende tratar un ser humano que padece de 
hipercolesterolemia familiar.

Se comprende por tanto que el modelo de cerdo de tamaño miniatura de acuerdo con la presente invención pueden 25
también recibir medicamentos para enfermedades distintas de la aterosclerosis con el fin de probar el efecto 
combinado de un fármaco para aterosclerosis y otro fármacos administrados al cerdo de tamaño miniatura. 

Es más, el modelo de cerdo de tamaño miniatura de la presente invención también permite el desarrollo de 
tecnología de bioimágenes para la diagnosis de la aterosclerosis. Por ello, la presente invención ofrece un 
procedimiento para evaluar una tecnología de bioimágenes para la diagnosis de la aterosclerosis, en el que el 30
procedimiento comprende las etapas de i) proporcionar el modelo de cerdo de tamaño miniatura de la presente 
invención, ii) expresar en dicho modelo de cerdo de tamaño miniatura el determinante genético y utilizar dicho 
fenotipo para dicha enfermedad, iii) obtención de bioimágenes del modelo de cerdo de tamaño miniatura, y iv) 
evaluar el resultado, en su caso, de la tecnología de bioimágenes del genotipo utilizado por el determinante genético 
cuando se expresa en el modelo de cerdo de tamaño miniatura.35

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

Ejemplos

Metabolismo de la lipoproteína en los cerdos

El metabolismo de la lipoproteína en cerdos está razonablemente bien descrita. La distribución y composición de 40
lipoproteínas en plasma en el cerdo son similares a las de los humanos, y la LDL es la principal lipoproteína que 
transporta colesterol en ambas especies

12
. Como los humanos, todas las partículas VLDL secretadas por el hígado 

contienen la forma larga no corregida de apoB100 más que la forma apoB48 truncada, que es dominante en los 
ratones13.

Las lipoproteínas que contienen apolipoproteína B son aclaradas por captación hepática mediante 1) el receptor de 45
LDL que enlaza con apolipoproteína E en las partículas IDL y con apolipoproteína B100 en las partículas LDL14, y 2) 
la proteína relacionada con el receptor de LDL (LRP) que enlaza con apolipoproteína E en los restantes

15

quilomicrones que contienen apoB48. La importancia relativa de estas vías de paso varía entre especies. En los 
ratones, la deficiencia de apolipoproteína E tienen un fenotipo aterosclerótico más 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 50
de LDL en el metabolismo de los lípidos en cerdos no se conoce.
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Ejemplo 1

Producción de cerdos noqueados ApoE

Cerdo noqueado en ApoE por recombinación homóloga

Se ha secuenciado11,16 el gen apolipoproteína E del cerdo de tamaño miniatura (GeneBank acceso nº U70240). Una 
construcción de vector dirigido que contiene el gen y la secuencia codificante aguas abajo se crean con un casete de 5
gen con resistencia a la neomicina sin promotor insertado en uno de los exones para interrumpir la función génica. El 
vector dirigido es linealizado y transfectado en fibroblastos fetales Yucatán, aislados de biopsias de orejas de 
Yucatán recién nacidos. Los plásmidos que codifican nucleasas con dedos de cinc construidas para reconocer y 
cortar un sitio en la secuencia genómica dirigida pueden usarse para aumentar la eficiencia de la recombinación 
homóloga. Los fibroblastos se cultivan en presencia de G418. Los clones resistentes son cribados para 10
recombinación homóloga por PCR. Los cerdos de tamaño miniatura Yucatán con uno o ambos alelos apoE 
noqueados son creados a partir de células recombinantes mediante clonación "artesanal".

1. Clonación 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 15
PCR utilizando ADN genómico extraído a partir de fibroblastos aislados de cerdos de tamaño miniatura Yucatán 
recién nacidos como molde (véase a continuación). Después de subclonar y secuenciar, las partes de los productos 
de la PCR resultantes se usaron para la clonación 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 amplificación están subrayados:20
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Fragmento de 3.2 kb de ApoE (gen ApoE completo) - los cebadores usados para amplificación están subrayados:
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Fragmento de 6,1 kb de ApoE (extremo 3' de ApoE) - los cebadores usados para amplificación están subrayados:
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2. Transfección y cribado de células porcinas dirigidas

Los fibroblastos porcinos de cerdos de tamaño miniatura Yucatán recién nacidos o fetales se cultivan a partir de 
biopsias de la oreja. Las células son cultivadas para una confluencia del 50 % en un matraz de 75 cm2 (TPP, Suiza), 
tripsinizado y resuspendido en 40 ml de medio (DMEM, Lonza, Suiza). Un cuarto (10 ml) se sembró posteriormente 5
en una cápsula Petri de 10 cm2. Las células son transfectadas con 6 ug de vector de ADN en reactivo de 
transfección FuGENE 6 de acuerdo con el protocolo del fabricante (Roche Applied Science). Las células son 
cultivadas bajo selección con geneticina (Gibco Invitrogen) (1 mg/ml) durante 8 días, se aislaron las colonias de 
células resistentes a la neomicina, y cada colonia se transfirió a un pocillo de 1,9 cm2 (placa de 24 pocillos, TPP, 
Suiza) y se cultivaron hasta una confluencia del 80 %. Cada colonia es transferida a un pocillo de 9,4 cm2 (placa de 10
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 cm2, 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 clonación 
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artesanal.

El cribado de eventos dirigidos específicos del locus se realiza por PCR y Transferencia Southern utilizando ADN 
genómico extraído de clones resistentes a la neomicina como molde. Para esta PCR, se usa un cebador directo 
situado aguas arriba del 5' de la región de homología 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 5
situado aguas abajo del 3' para el brazo de homología del ApoE.

La transferencia Southern es realizada para verificar los eventos dirigidos específicos del locus. El ADN genómico 
era digerido y las transferencias se sondearon con una sonda de ADN situada fuera de la zona de homología de la 
ApoE.

Los fibroblastos porcinos noqueados en ApoE transgénicos resultantes fueron usados posteriormente para 10
transferencia nuclear de la célula somática (SCNT) por clonación artesanal.

Ejemplo 2

Cerdo noqueado en ApoE creado por recombinación homóloga mediada con AAV

1. Clonación de construcciones dirigidas

Parte del intrón 2 (brazo izquierdo de la homología) y del intrón 3 (brazo derecho de la homología) de la ApoE se 15
ampilficaron por PCR y se usó 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, nº 1).

El producto resultante de la PCR que comprende las secuencias del gen ApoE que flanquean el exón 3 y un gen 
resistente a la neomicina se clonó en el vector pAAV-MCS (Stratagen) del virus adeno-asociado (AAV). El 20
empaquetamiento de esta construcción dirigida (véase más adelante) y la posterior producción de lisado vírico para 
la infección de células porcinas se realizaron como se describe por Kohli et al. (2004).

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

(región sombreada = Neo-secuencia de pNeDaKO-Neo, regiones no sombreadas = secuencias del gen ApoE, las 
secuencias del cebador están subrayadas)25

E08715609
10-09-2015ES 2 547 015 T3

 



27

2. Transducción y cribado de células porcinas dirigidas

La transducción de fibroblastos porcinos de cerdos de tamaño miniatura Yucatán recién nacidos o fetales se realizó 
en matraces de 75 cm2 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 5
por tripsinización a las 48 horas después de transducción y se sembraron en placas de 96 pocillos con medios que 
contenían geneticina para seleccionar las células dirigidas y se dejaron en cultivo durante 2-3 semanas.

El cribado inicial para eventos dirigidos específicos del locus se realizó por PCR utilizando ADN genómico extraído 
de clones resistentes a la neomicina como molde. Para esta PCR, se usó un cebador directo situado fuera del brazo 
izquierdo de la homología del ApoE y un cebador inverso situado dentro del gen resistente a la neomicina, o un 10
cebador directo situado dentro del gen resistente a la neomicina y un cebador inverso situado fuera del brazo 
derecho de la homología del ApoE.

La transferencia Southern se realizó para verificar los eventos dirigidos específicos al locus. El ADN genómico era 
digerido y las transferencias se sondearon con una sonda de ADN aguas arriba para el brazo izquierdo de la 
homología de ApoE o aguas abajo para el brazo derecho de la homología de ApoE.15

Los fibroblastos porcinos noqueados ApoE transgénicos resultantes fueron usados posteriormente para 
transferencia nuclear de la célula somática (SCNT) por clonación artesanal.
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Ejemplo 3

Cerdo noqueado en el receptor de LDL por recombinación homóloga

Se ha secuenciado parte de la secuencia codificante del receptor de LDL del cerdo de tamaño miniatura (GeneBank 
acceso nº 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 función génica. El vector 5
dirigido es linealizado y transfectado en fibroblastos fetales de Yucatán. Los fibroblastos se cultivan en presencia de 
G418. Los clones resistentes son cribados para recombinación homóloga por PCR. Los cerdos de tamaño miniatura 
Yucatán con el noqueado de uno o ambos alelos apoE son creados a partir de células recombinantes mediante 
clonación "artesanal".

Ejemplo 410

Cerdo de expresión disminuida en el receptor de LDL por interferencia de ARN

Se ha secuenciado parte de la secuencia codificante del receptor LDL del cerdo de tamaño miniatura (GeneBank 
acceso nº AF065990). Las dianas eficientes para interferencia de ARN se determinarán empíricamente por 
expresión 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 nucleótido 19 en el ARNm del receptor de LDL.15

Para la expresión estable del ARN de horquilla corta, se construye un vector basado en transposón o retroviral con 
1) una secuencia de ARN de horquilla corta expresada bajo un promotor U6 o H1 dirigido a una secuencia del 
nucleótido 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 transposón es cotransfectado con plásmido que expresa 
transposasa en cultivos de fibroblastos fetales Yucatán. El vector retroviral es transducido en cultivos de fibroblastos 20
fetales Yucatán. Los fibroblastos se cultivan en presencia de puromicina. Los clones resistentes son cribados para 
una eficiente regulación reductora del ARNm del receptor de LDL y de la proteína. Los cerdos de tamaño miniatura 
Yucatán de expresión disminuida del receptor de LDL son creados a partir de células transgénicas por clonación 
"artesanal".

Identificación de los ARNhc eficaces25

En este ejemplo, se crea un modelo de la aterosclerosis de tamaño humano por desarrollo de cerdos de tamaño 
miniatura Yucatán de ingeniería genética en los que las moléculas efectoras de ARN dirigidas contra el receptor LDL 
endógeno inducen una depuración defectuosa de la lipoproteína y de la hipercolesterolemia.

Diez plásmidos que expresan ARNhc dirigidos a diferentes secuencias del nucleótido 19 en el ARNm del receptor de 
LDL del cerdo de tamaño miniatura Yucatán y un pSUPER.retro.puro de control que expresa un ARNhc irrelevante 30
se creó en el pSUPER.retro.puro (Oligoengine) utilizando las recomendaciones del fabricante.

Tabla 2.

Dianas para ARNhc dirigido al receptor LDL con expresión 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 expresión 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 degradación del ARN del receptor de LDL los 
autores de la invención establecieron un ensayo de rastreo de luciferasa de Renilla basado en dirigir ARNm para la 
fusión del receptor de LDL de la luciferasa de Renilla en células HEK293. Parte de la secuencia codificante del 
receptor de LDL porcina se amplificó mediante RCP del ADN obtenido de fibroblastos de cerdo de tamaño miniatura 5
Yucatán utilizando los cebadores siguientes.

5' AAAACTAGTGCCAAGACGGGAAATGCATC 3' directo

5' AAAACGGGTGCTGTTGATGCTCTTAAGCC 3' inverso

El cebador directo contenía un sitio Spel y el inverso un sitio Agel y el segmento del receptor de LDL era clonado en 
sitios únicos Spel y Agel en el la región 5' UTR del gen luciferasa de Renilla en una versión modificada del vector 10
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 día 0. En el día 1, las células fueron cotransfectadas con 0,04 µg de 
pSiCheck2-LDLR y 0,36 µg de pSUPER.retro.puro.T1-T10 o pSUPER.retro.puro.shScrambled utilizando reactivo de 
transfección FuGene 6 (Roche Applied Science). En el día 3, la actividad de la luciferasa se midió utilizando el Dual-15
Luciferase® Reporter Assay System de Promega. El ensayo se realizó por triplicado. El experimento se repitió dos 
veces. Los resultados se dan en la Figura 4.

Para facilitar la expresión estable de ARNhc eficaces en fibroblastos de cerdo de tamaño miniatura Yucatán, las 
secuencias de ARNhc son clonadas en uno o ambos ligadores del plásmido pSBT/cHS4.H1p.PGK-puro.U6p.cHS4, 
en el que los ARNhc son expresados bajo un promotor U6 o H1 de la polimerasa III, véase la Figura 3.20

Transfección

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

Expresión del transgen y número de copias

Los fibroblastos se cultivan a partir de cerdos clonados recién nacidos en DMEM complementados con 10 % de 30
suero bovino fetal. Para análisis del nivel de disminución de la expresión del receptor de LDL, los fibroblastos se 
cultivan en DMEM complementado con 10 % suero deficiente en lipoproteína durante 48 horas y el nivel de ARNm 
del receptor de LDL se determina mediante PCR cuantitativa. El ADN genómico es aislado a partir de fibroblastos 
por procedimientos estándares. La transferencia Southern utilizando una sonda de un gen (pac) resistente a la 
puromicina se usa para determinar el número de sitios de integración.35

Ejemplo 5

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

Para la clonación 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 día 5 y/o el 6.

Excepto donde se indique de otro modo todos los productos químicos se adquirieron de Sigma Chemical Co. (St 40
Louis, MO, EE.UU.).

Recogida de ovocitos y maduración in vitro (IVM)

Los complejos cúmulo-ovocito (COC) son aspirados de folículos de 2 a 6 mm de ovarios de cerdas obtenidos en 
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mataderos y madurados en grupos de 50 en 400 µl 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 CO2

en aire humidificado en el Sistema de Incubación Submarino (SIS; Vajta et al., 1997) durante 41-44 h.

La HMC es realizada mediante un procedimiento basado en la digestión parcial de la zona pelúcida, como se 5
describió anteriormente (Du et al., 2005 y 2007). Los COC maduros son liberados de las células cúmulo 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 µl con aceite mineral. Las zonas pelúcidas son 
parcialmente digeridas con 3,3 mg/ml de solución de pronasa disuelta en T33 (T significa medio TCM 199 10
tamponado con Hepes; el número significa porcentaje (vol/vol) de complemento de CS, aquí 33 %) durante 20 
segundos y después son lavadas rápidamente en gotas de T2 y T20. Los ovocitos con zonas pelúcidas distendidas y 
ablandadas son alineados en gotas de T20 complementado con 2,5 µg/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 bisección 
orientada con una Cuchilla de Corte con Filo Ultra (AB Technology, Pullman, WA, EE.UU.) menos de la mitad del 15
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 fusión 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 T0 durante 3 s, después cada uno fue goteado rápidamente sobre un 20
fibroblasto transgénico único. Después de la unión, los pares de células citoplasto-fibroblasto son equilibrados en 
medio de fusión (0,3 M de manitol y 0,01 % de PVA) durante 10 s y se transfieren a la cámara de fusión (cámara de 
fusión de 0,5 mm de microlámina BTX, modelo 450; BTX, San Diego, CA, EE.UU.). Utilizando una corriente alterna 
(CA) de 0,6 kV/cm y 700 KHz, los pares fueron alineados al alambre de una cámara de fusión con las células 
somáticas más alejadas del alambre, después se fusionaron con una corriente continua de 2,0 kV/cm durante 9 µs. 25
Después del pulso eléctrico, los pares de células se incuban en gotas de T10 para observar si la fusión ha tenido 
lugar.

Aproximadamente 1 h después de la primera fusión, cada par se fusiona con otro citoplasto y se activa 
simultáneamente en medio de activación (0,3 M de manitol, 0,1 mM de MgSO4, 0,1 mM de CaCl2 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 cámara de 30
fusión, con pares fusionados contactando con el alambre, seguido por un único pulso de CC de 0,85 kV/cm durante 
80 µs. Cuando se ha observado la fusión en gotas de T10, los embriones reconstruidos se transfieren en medio 
zigoto porcino 3 (PZM-3; Yoshioka et al., 2002) complementado con 5 µg/ml de citocalasina B y 10 µg/ml de 
cicloheximida. Después de una incubación de 4 h a 38,5°C en 5 % de CO2, 5 % de O2 y 90 % de N2 con máxima
humedad, los embriones se lavaron tres veces en medio PZM-3 antes del cultivo.35

Cultivo y transferencia del embrión

Los embriones se cultivan a 38,5 °C en 5 % de CO2, 5 % de O2 y 90 % de N2 con máxima humedad en medio PZM-3 
en el pocillo del sistema de pocillos (WOW; Vatja et al., 2000). Los blastocistos de Día 5 y 6 con masa celular interna 
claramente visible son transferidos quirúrgicamente a cerdas Landrace danesas el día 4 o 5 después del destete. 
Las embarazadas son diagnosticadas por ultrasonografía el día 21 y confirmadas cada dos semanas. Los lechones 40
nacen por cesárea el día 114, 24 h después de tratamiento con prostaglandina F2.

Ejemplo 6

Examen del fenotipo de cerdos ateroscleróticos transgénicos

En las dietas convencionales (�3 % grasa, peso/peso), los cerdos de tamaño miniatura Yucatán tienen bajos niveles 
de colesterol en plasma (�2 mmol/l) y no desarrollan aterosclerosis. Los cerdos de tamaño miniatura transgénicos 45
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 más 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 tamaño miniatura Yucatán 
transgénicos, los cerdos de tamaño miniatura Yucatán transgénico y normal se mantienen con una dieta normal de 50
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 enzimáticamente en un analizador Kone 30 (Thermo) utilizando unos kit de ABX 55
(Triolab, Copenhage, Dinamarca). La distribución de colesterol dentro de las fracciones de lipoproteínas se analiza 
mediante cromatografía líquida rápida para proteínas.
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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 último examen, 
los cerdos de tamaño miniatura son sacrificados y el corazón y las arterias principales son extraídos y diseccionados 
longitudinalmente para identificar las lesiones ateroscleróticas. Las lesiones ateroscleróticas son fijadas en 4 % de 
formaldehido durante 24 horas e incorporadas en parafina. Los especímenes se seccionan en serie, se tiñen 5
mediante elastina-tricromo y se analizan microscópicamente. Las lesiones ateroscleróticas se caracterizan de 
acuerdo con la clasificación descrita por Virmani et al. Se espera que los cerdos transgénicos muestren un 
engrosamiento intimal patológico y ateromas de caperuza fibrosa.

Ejemplo 7

Uso de un modelo porcino de la aterosclerosis en estrategias de ensayo preventivas y terapéuticas10

Formación de imágenes a nivel molecular de la aterosclerosis:

El diagnóstico por imágenes de la aterosclerosis, que se está convirtiendo en teóricamente posible con la llegada de 
nueva tecnología de imágenes de alta resolución, es una prometedora nueva herramienta para la estratificación del 
riesgo de personas asintomáticas. Sin embargo, para desarrollar agentes trazadores/de contraste y secuencias de 
imágenes que sean capaces de visualizar placas ateroscleróticas y actividad de enfermedad aterosclerótica, se 15
necesita un modelo animal de tamaño humano de la enfermedad que pueda ser examinado mediante escáneres con 
TC, RM y TEP en el paciente.

Ejemplo: La sustancia X se administra de forma intravenosa y se analiza la acumulación en placas ateroscleróticas 
mediante escaneado de RM, escaneado de CT, escaneado de SPECT, escaneado de PET o ultrasonido 
intravascular. Después del escaneado, los cerdos de tamaño miniatura son sacrificados. Los especímenes arteriales 20
que contienen lesiones ateroscleróticas son fijados, incrustados en parafina, seccionados, teñidos y analizados 
microscópicamente. Los resultados obtenidos mediante imágenes se comparan con los hallazgos histológicos.

Efecto sobre las placas ateroscleróticas de la colocación de un estent: Las placas en las arterias coronarias de un 
cerdo transgénico de un año de edad se cartografían por ultrasonido intravascular (IVUS) y se coloca un estent que 
eluye un fármaco X y un estent de control en las ubicaciones de dos ateromas de caperuza fibrosa. Después de 3 25
meses, los cerdos son sacrificados y la patología de las lesiones ateroscleróticas con estent colocado se comparan 
mediante técnicas histológicas.

Estudio del fármaco:

A los cerdos de tamaño miniatura transgénicos (6 meses de edad) se da durante 3 meses atorvastatina (3 mg/kg por 
día) o placebo. Al inicio del estudio se obtienen muestras de sangre y, más adelante, cada mes. Al inicio del estudio 30
y después de 3 meses se llevan a cabo exámenes mediante IVUS de las arterias coronarias. Después del último 
examen mediante IVUS, los cerdos de tamaño miniatura son sacrificados y se procesan las lesiones ateroscleróticas 
para su análisis histológico. El efecto de la atorvastatina en la aterosclerosis se determina comparando los datos de 
IVUS de la serie y la histología de la aterosclerosis en el estudio final entre los grupos de cerdos de tamaño 
miniatura tratados con atorvastatina y con placebo.35

Ejemplo 8

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

Basado en los mecanismos bien descritos de la transposición de SB (4-8) y recombinación Flp (9, 10), la presente 
invención divulga un nuevo vector diana para la integración específica del sitio en el genoma. Este vector transporta 40
dentro del contexto de un vector transposón SB un casete de gen bicistrónico que contiene (i) el sitio de 
recombinación 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 invención demuestran una inserción del plásmido selectiva y eficiente en el 
loci genómico etiquetado SB. En un intento por mejorar más el comportamiento de estos vectores, los autores de la 
invención han analizado el efecto de elementos aisladores, han creído proteger los genes foráneos insertados contra 45
el silenciamiento transcripcional, dentro del contexto de vectores SB. Las investigaciones de los autores de la 
invención indicaron que los aisladores que flanquean el casete de expresión del gen FRT pueden servir para 
mantener y estabilizar la expresión génica de transgenes insertados con Flp.

En la presente invención se emplean dos tecnologías de integración no viral, el sistema de transposón SB y la
recombinasa Flp, en un esfuerzo combinado por lograr la detección del locus activo, mediado por SB, y la inserción 50
dirigida al sitio en un sitio interesante, mediada por Flp. Se divulga una tecnología bifásica 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 expresión génica continua y, como consecuencia, como una diana para la inserción génica. Utilizando un 
vector integrado activamente en lugar del ADN plasmídico que está recombinado aleatoriamente en el genoma los 
autores de la invención certifican (i) que sólo una copia única, y no concatémeros, del vector son insertados y, 55
además, (ii) que el casete reportero no está flanqueado por secuencias derivadas de la cadena principal del 

E08715609
10-09-2015ES 2 547 015 T3

 



32

plásmido bacteriano que pueden tener un efecto perjudicial en la actividad del locus a lo largo del tiempo. En una 
segunda etapa de modificación este vector puede servir como una diana para la inserción de uno o más casetes de 
expresión génica en un locus bien caracterizado.

Construcción del vector

El vector basado en el trasposón SB usado en este estudio era derivado del vector pSBT/SV40-GFIP.IoxP. Este 5
vector contiene, dentro del contexto de un transposón SB, un casete bicistrónico FRTeGFP-IRES-puro (GFIP) 
flanqueado aguas arriba por un codón de iniciación ATG y aguas abajo por una secuencia poli(A). Además, el vector 
contiene un sitio de reconocimiento para la recombinasa Cre (loxP) situado entre la repetición invertida superior del 
vector y el promotor SV40 que controla la expresión del casete FRTeGFP-IRES-puro.

Construcción del vector pSBT/SV40-GFIP.loxP10

El vector pSBT/RSV-GFIP contiene la terminal invertida del transposón de ADN SB que flanquea un casete de gen 
bicistrónico de FRT-GFP.IRES.puro controlado por un promotor derivado del virus del sarcoma de Rous (RSV). La 
secuencia eGFP se amplificó a partir de peGFP.N1 (Clontech) utilizando un cebador directo que contenía la 
secuencia de FRT de 48-pb. Para analizar la funcionalidad FRT-GFP, la fusión FRT-eGFP se insertó en un vector de 
expresión que contenía el promotor SV40. El fragmento PCR que contiene el gen de fusión eGFP etiquetado FRT 15
era digerido con Mlul y Xmal e insertado en pSBT/RSV-hAAT digerido con Mlul/Xmal (pT/hAAT en ref. (8), obtenido 
de Mark Kay, Stanford University, EE.UU.), generando un vector transposón con la expresión 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 20
alternativas de este vector que contenían el promotor SV40 (pSBT/SV40-GFIP) y el promotor derivado del gen de la 
ubiquitina humana (pSBT/Ubi-GFIP). Además, insertando un sitio diana de recombinación Cre (loxP) en el sitio Mlul 
situado entre la repetición invertida izquierda del transposón y el promotor SV40 de pSBT/SV40-GFIP, se creó el 
vector pSBT/SV40-GFIP.loxP. El plásmido  pcADN5/FRT donante, que contenía un gen de fusión FRT-hygro sin un 
codón de iniciación, se obtenía de Invitrogen. El plásmido codificante de Flp, pCMV-Flp, se obtuvo de A. Francis 25
Stewart, University of California San Francisco, EE.UU.). Este plásmido 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 y un ligador intercalado en pSBT/PGK-puro (obtenido de Mark Kay, Stanford University, EE.UU.) digerido por 
NotI/SpeI. El casete PGK-puro fue retroclonado en la construcción utilizando sitios de restricción situados en el 30
ligador, generando pSBT/cHS4.PGK-puro.cHS4

Para uso adicional en los cerdos se insertó un sitio (loxP-257) de reconocimiento Cre alternativo en un único sitio 
AscI que se creó por mutagénesis en una posición situada entre la secuencia poli(A) y la repetición invertida inferior 
del vector. Este vector se designó pSBT/loxP.SV40-GFIP.loxP257. La presencia de dos sitios de recombinación Cre 
permite el intercambio de casete mediada con recombinasa Cre después de inserción del plásmido basado en Flp, 35
facilitando de ese modo, si se necesita, la eliminación de secuencias de plásmido y genes de selección.

Transposición de SB en fibroblastos primarios de cerdo

Los vectores transposón de SB, bien SBT/PGK-puro o bien el transposón diana SBT/loxP.RSV-GFIP.loxP257, se 
insertaron en el genoma del fibroblasto del cerdo mediante la cotransfección (utilizando Fugene-6 de Roche) de 1,5 
µg pSBT/lox.RSV-GFIP.loxP257 (o pSBT/PGK-puro) con 1,5 µg de pCMV-SB (o 1,5 µg de pCMV-mSB como un 40
control negativo ). El pCMV-SB (derechos de concesión por Perry Hackett, University of Minnesota, Minnesota, 
EE.UU.) codifica la transposasa Sleeping Beauty reconstruida de elementos transponibles de ADN fósil 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 µg/ml). Las colonias se fijaron y tiñeron en azul de metileno en metanol y 45
posteriormente se contabilizaron.

Transposición de SB sólido en fibroblastos primarios de cerdo

La SB se transpone eficientemente en la mayoría de las células de mamíferos pero con mayor eficacia en células 
humanas que en células de murino. La transposición de vectores de la SB no se ha analizado nunca en células 
porcinas, y los autores de la invención han probado inicialmente la actividad en fibroblastos primarios del cerdo. Los 50
autores de la invención han utilizado un trasposón estándar que codifica un gen con resistencia a la puromicina 
(SBT/PGK-puro) y encontraron niveles decentes de transposición, dando como resultado aproximadamente 75 
colonias resistentes al fármaco en cultivos de fibroblastos cotransfectados con pSBT/PGK-puro y pCMV-SB (Fig. 7). 
Menos de 3 colonias aparecieron después de la transfección con pSBT/PGK-puro y pCMV-mSB, codificando el 
último una versión inactiva de la transposasa. Curiosamente, se obtuvo una media de casi 140 colonias utilizando la 55
variante HSB3 de transposasa hiperactiva, que indica que HSB3 también en células porcinas intermedian mayores 
niveles de la transposición comparados con la transposasa SB original.
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Inserción 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 recombinación Flp para la 
inserción del gen específico del sitio, los autores de la invención cotransfectaron el plásmido pSBT/loxP.SV40-
lopP257 con pCMV-mSB, pCMV-SB, y pCMV-HSB3, respectivamente. El HSB3 mostró de nuevo la mayor actividad, 
dando como resultado aproximadamente 30 colonias resistentes al fármaco después de la transfección de 3 H 1045
fibroblastos (Fig. 8).

Las colonias resistentes a la puromicina fueron aisladas y expandidas. El análisis del clon mediante microscopía de 
fluorescencia mostró una expresión eficiente de FRTeGFP (Fig. 9), demostrando funcionalidad del vector y fácil 
detección de FRTeGFP en fibroblastos de cerdo. Estos clones de células fluorescentes que transportan la secuencia 
de recombinación de Flp FRT están siendo usados actualmente en la creación de animales transgénicos clonados 10
producidos por clonación artesanal.

Verificación de SBT/loxP.SV40-GFIP.loxP257 como diana para la recombinación de Flp

Debido a limitaciones de crecimiento a largo plazo de fibroblastos primarios del cerdo en cultivo de tejidos los 
autores de la invención no pudieron demostrar la inserción génica basada en Flp en vectores de SB etiquetados FRT 
en fibroblastos de cerdo. Por lo tanto, los autores de la invención escogieron probar la funcionalidad del vector que 15
contenía FRT mediante un conjunto estándar de experimentos de recombinación llevados a cabo en células HEK-
293. Los autores de la invención generaron clones de células HEK-293 que contenían el vector  SBT/loxP.SV40-
GFIP.IoxP257 transposado. Mediante cotransfección de tales clones con (i) un plásmido sustrato derivado de 
pcADN5/FRT que contenía un gen de fusión FRT-hygro y un casete de expresión de la proteína roja fluorescente 
(RFP) y (ii) un plásmido que codifica la recombinasa Flp (pCMV-Flpx9), los autores de la invención identificaron 20
posteriormente colonias resistentes a la higromicina B. Mediante microscopía de fluorescencia los autores de la 
invención observaron que los clones de diseñados específicamente para un sitio, como se esperaba, desactivaron la 
expresión de eGFP y activaron la expresión de RFP (datos no mostrados). Este cambio fenotípico "de verde a rojo" 
indica que el vector diana integrado derivado de la SB sirve como sitio aceptor para la recombinación basada en Flp.

En conclusión, el vector basado en el transposón de ADN Sleeping Beauty de la presente invención sirve en su 25
forma integrada como una diana para la inserción génica basada en recombinasa. El vector SB es transferido de 
forma eficiente mediante transposición de corte y empalme en el genoma de fibroblastos primarios porcinos y por lo 
tanto no está flanqueado por secuencias bacterianas derivadas de plásmido. El empleo de estas células primarias 
de ingeniería genética, por ejemplo, en la microinyección y en la clonación artesanal permite análisis detallados 
posteriores de la expresión de eGFP derivados del vector SB en cerdos clonados y la identificación de animales con 30
interesantes perfiles de expresión (p. ej., ubicuo, específico del tejido). Los fibroblastos primarios de tales "cerdos 
maestros" son modificados por recombinación basada en Flp, permitiendo la inserción del gen dirigido al sitio en un 
locus marcado con vector de SB que no está silenciado en el tejido de interés. Los cerdos clonados albergan un gen 
de interés de una enfermedad insertado específicamente en un sitio o un casete de expresión de ARNhc para la 
regulación reductora de genes endógenos puede ser generados en una segunda ronda de clonación animal.35

EJEMPLO 9

Producción de modelo de enfermedad por clonación artesanal

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

Recogida de ovocitos y maduración in vitro (IVM)40

Los complejos de cúmulo-ovocito (COC) fueron aspirados de folículos de 2-6 mm de ovarios de cerdas o cerdas 
jóvenes obtenidas en mataderos. Los COC fueron madurados en grupos de 50 en 400 µl 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 Incubación Submarino" (SIS; Vajta, et al. 1997) en 5 % de CO2 en aire humidificado durante 41-44 horas.45

Fertilización in vitro (IVF)

Los experimentos de IVF se realizaron con ovocitos madurados in vitro en 3 réplicas idénticas. Después de la 
maduración, los COC se lavaron dos veces con mTBM que contenía cafeína 2 mM (mTBMfert) y se transfirieron en 
grupos de 50 a 400 µl de mTBMfert. El semen recién eyaculado se trató como se ha descrito previamente (Booth, et 
al., en prensa). Después de 2 h de capacitación a 38,5 °C y en 5 % de CO2 en aire humidificado, se añadió esperma 50
a los ovocitos con la concentración final ajustada de 1×105 de espermatozoides/ml. La fertilización se realizó a 38,5 
°C y en 5 % de CO2 en aire humidificado en el SIS durante 3 h. Después de la inseminación, los presuntos zigotos 
se sometieron a vórtex en mTBMfert para retirar células cúmulo antes de lavar en medio de IVC y colocar en placas 
de cultivo (véase, cultivo de embriones y evaluación).

55
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Clonación artesanal (HMC)

El procedimiento de HMC aplicado se basó en trabajos previos de los autores de la invención 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 maduración, la inversión cúmulo de los COC se retiró mediante pipeteados repetidos en 
1mg/ml de hialuronidasa en TCM199 tamponado con Hepes. Desde este momento (excepto donde se indique de 5
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 µl 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 número 
significa el porcentaje (vol/vol) de complemento de CS, aquí 33 %) durante 5 s. Antes de que los ovocitos 
empezaran a llegar a deformarse en la solución de pronasa, fueron recogidos y lavados rápidamente en gotas de T2 10
y T20. Los ovocitos con zonas parcialmente digeridas pero todavía visibles fueron alineados en gotas de T2 
complementado con 3 mg/ml de poli(alcoholvinílico) (TPVA) y 2,5 µg/ml de citocalasina B. Se realizó trisección en 
lugar de bisección, manualmente, bajo control estereomicroscópico con Cuchilla de Corte con Filo Ultra (AB 
Technology, Pullman, WA, EE.UU.; Fig. 10a). Los fragmentos de ovocitos triseccionados se recogieron y tiñeron con 
5 µg/ml de fluorocromo Hoechst 33342 en gotas de TPVA durante 5 min, después se colocaron en gotas de 1 µl del 15
medio TPVA en el fondo de una cápsula 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 tinción con 
cromatina (citoplastos) y después se recogieron bajo un estereomicroscopio en gotas de T10 hasta el inicio de la 
fusión.

Se prepararon células fibroblasto fetales como  se ha descrito previamente (Kragh, et al., en prensa). La fusión se 20
realizó en dos etapas donde la segunda incluía también el inicio de la activación. Para la primera etapa, se utilizaron 
un tercio de los citoplastos seleccionados (preferiblemente, las partes más pequeñas). 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 rápidamente individualmente sobre una 
de las células fibroblastos que se sedimentaron en una gota de T2. Después de la unión, 10 pares de células 25
citoplasto-fibroblasto se equilibraron en medio de fusión (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 cámara de 
fusión (cámara de fusión de 0,5 mm de microlámina BTX, modelo 450; BTX, San Diego, CA, EE.UU.) con las células 
donantes más alejadas del alambre (Fig. 10b), después se fusionaron con una corriente continua (CC) de 2,0 kV/cm 
durante 9 µs. Después del pulso eléctrico, los pares de células fueron retirados con cuidado del alambre, 30
transferidos a gotas de T10 e incubados para observar si la fusión había tenido lugar.

Aproximadamente 1 hora después de la primera fusión, los pares fusionados juntos con los dos tercios de 
citoplastos restantes se equilibraron por separado en las gotas del medio de activación (0,3 M de manitol, 0,1 mM de 
MgSO4, 0,1 mM de CaCl2 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 35
(Fig. 10c). Un único pulso de CC de 0,7 kV/cm durante 80 µs se usó para la segunda fusión y el inicio de la 
activación. Los tripletes se retiraron después del alambre y se transfirieron con cuidado a gotas de T10 para 
comprobar la fusión (Fig. 10d). Los embriones reconstruidos se incubaron en medio de cultivo (véase, cultivo del 
embrión y evaluación) complementado con 5 µg/ml de citocalasina B y 10 µg/ml de cicloheximida durante 4 h a 38,5 
°C en 5 % de CO2, 5 % de O2 y 90 % de N2 con máxima humedad, después se lavaron a fondo por 3 veces en 40
medio de IVC antes del cultivo.

Activación partenogenética (PA)

Se obtuvieron ovocitos partenogenéticamente activados bien de forma separada o en paralelo con HMC. A los 
ovocitos se les dejó sin sistema inmune en la misma forma de antes excepto que se empleó un incubación en 
pronasa de mayor duración para conseguir retirar completamente la zona pelúcida. Los ovocitos libres de la zona 45
(ZF) se equilibraron después durante 10 s en medio de activación (manitol 0,3 M, MgSO4 0,1 mM, CaCl2 0,1 mM y 
0,01 % de PVA) y se transfirieron a la cámara de fusión (cámara de fusión de 0,5 mm de microlámina BTX, modelo 
450; BTX, San Diego, CA, EE.UU.). Un único pulso de CC de 0,85 kV/cm durante 80 µs se generó con una máquina 
de fusión de células BLS CF-150/B (BLS, Budapest, Hungría) y se aplicó a ovocitos ZF. Para los ovocitos intactos de 
la zona (ZI), se empleó un único pulso de CC de 1,25 kV/cm durante 80 µs (de acuerdo con los experimentos 50
preliminares no publicados de los autores de la invención, estos parámetros dieron como resultado la activación 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 evaluación 

Todos los embriones porcinos producidos por los tratamientos anteriores se cultivaron en un medio NCSU37 55
modificado (Kikuchi, et al., 2002) que contenía 4 mg/ml de BSA a 38,5 °C en 5 % de O2, 5 % de CO2 y 90 % de N2

con máxima humedad. El medio de cultivo se suministró con 0,17 mmol de piruvato sódico y 2,73 mmol de lactato 
sódico desde el Día 0 (día de la fertilización y de la activación) hasta el Día 2, después el lactato sódico y el piruvato 
sódico eran reemplazados por 5,5 mmol de glucosa desde el Día 2 hasta el Día 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 60
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anteriormente, con un cuidadoso cambio del medio en Día 2 sin retirar los embriones de los WOW. La tasa de 
blastocisto se registró en Día 7. Para determinar los números de células totales, los blastocistos fueron fijados y 
montados en una lámina de vidrio de microscopio en glicerol que contenía 20 µg/µl de fluorocromo Hoechst 33342. 
Después de tinción durante 24 horas, los embriones se observaron bajo un microscopio invertido Diaphot 200 con un 
accesorio epifluorescente y filtro de UV-2A (Nikon, Tokio, Japón).5

10.1

Diferencias en capacidad de desarrollo entre ovocitos derivados de cerdas adultas (2,5 años, 170 kg de peso) y de 
ovocitos derivados de cerdas jóvenes (5,5�6 meses, 75 kg de peso) se investigaron a través de la PA de ZF y de ZI 
después de 44 h de maduración 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 jóvenes (4) ovocitos ZI de 10
cerdas jóvenes. Para activación de la ZF, se aplicó un único pulso de CC de 0,85 kV/cm durante 80 µs, mientras un 
único pulso de 1,25 kV/cm se empleó para activar ovocitos ZI. Después de 7 días de cultivo como se ha descrito 
anteriormente, se determinó el porcentaje de blastocistos por embrión activado.

Se investigó la capacidad de desarrollo in vitro de ovocitos partenogenéticamente activados derivados bien de 
cerdas adultas o de cerdas jóvenes. Como se muestra en la Tabla 3, las tasas de blastocisto de ovocitos de cerdas 15
partenogenéticamente activados fueron significativamente superiores que los de cerdas jóvenes, después de la PA 
tanto de ZF como de ZI.

Tabla 3

Desarrollo del blastocisto de ovocitos de cerdas adultas o de cerdas jóvenes el Día 7 partenogenéticamente activados

Zona Libre Zona Intacta

Nº de ovocitos activados Nº de blastocistos (%)* Nº de ovocitos activados Nº de blastocistos (%)*

Cer
da 103 43 (42 ± 4)a 110 61 (55 ± 6)c

Cer
da 
jove
n 85 17 (20 ± 2)b 137 36 (26 ± 5)d

a,b,c Los diferentes superíndices indican diferencias significativas (p < 0,05).

c,d Los diferentes superíndices 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 jóvenes se ha examinado en la 20
producción in vitro (IVP) y en los embriones de la transferencia nuclear de la célula somática (SCNT) de forma 
separada, dando como resultado una conclusión similar como en la publicación anterior de otros grupos de 
investigación (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 jóvenes en apoyar el desarrollo del blastocisto. Aunque 
las cerdas jóvenes empleadas en el estudio de los autores de la invención estaban al borde de la madurez, la 25
diferencia entre proporciones de blastocisto en Día 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 investigó 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), más competentes, se usaron en 30
el Ejemplo 2. Siete días después de la reconstrucción y/o de la activación, se determinó el número de blastocistos 
por embrión reconstruido y el número total de células de blastocistos seleccionados aleatoriamente.

Más del 90 % de fragmentos de ovocito derivados de ovocitos morfológicamente intactos pudieron ser recuperados 
por HMC después de la trisección. 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 Día 7, el 35
desarrollo de los embriones reconstruidos en el estadio de blastocisto era de 17 ±4 % con un número 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

Orígenes del 
embrión

Nº de embriones/ovocitos en 
el cultivo

Nº de 
blastocistos %

Tasas de blastocisto 
(Media ± S.E.M).

Número medio de células 
de blastocistos

HMC 243 41 17 ± 4 a 46 ± 5 d

IVF 170 52 30 ± 6 b 74 ± 6 e

PA de la ZF 97 46 47 ± 4 c 53 ± 7 d

a,b,c Los diferentes superíndices indican  diferencias significativas (p < 0,05).

d,e Los diferentes superíndices indican  diferencias significativas (p < 0,05).

Aunque todavía no se alcanzaba la eficiencia máxima teórica, la integración de la digestión parcial de zona y la 5
trisección de ovocitos casi duplican el número de los embriones reconstruidos comparados con el sistema anterior 
de los autores de la invención (Kragh, et al., 2004 Reprod. Fertil. Dev 16, 315-318). Este aumento en la eficiencia de 
la reconstrucción puede tener especiales ventajas en la clonación porcina ya que la recuperación del ovocito 
después de la aspiración es más exigente y ha necesitado más tiempo que en el ganado. Un punto incluso más 
importante es el elevado número de embriones requerido para el establecimiento de los embarazos después de la 10
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 mórula compacta o de blastocisto temprano in vitro para evitar la desintegración 
en el oviducto sin la capa protectora de la zona pelúcida. 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 15
después de la transferencia nuclear de la célula bien embrionaria o somática (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 más ampliamente utilizado y con mayor éxito para el cultivo de embriones de 
cerdo. Sin embargo, a pesar del desarrollo mejorado del embrión comparado con otros medios, la viabilidad de 20
embriones porcinos en la IVP está comprometida todavía después de IVC. Algunos informes sugieren que la glucosa 
no es fácilmente metabolizada por embriones porcinos tempranos antes del estadio de ocho células pero se usó en 
mayores cantidades en embriones entre los estadios de mórula compacta y de blastocistos (Flood, et al., 1988). La 
sustitución de glucosa con piruvato y lactato en NCSU37 durante los primeros 2 días 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 25
al., 2002), que fue corroborado además por los presentes estudios de los autores de la invención con una tasa de 
blastocistos en la IVP de 30 % de promedio. Además, la primera evaluación 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 podía incluso alcanzar niveles tan elevados como 
90 % (Du, no publicado)30

Análisis estadístico

Se realizó un análisis ANOVA utilizando SPSS 11.0. Una probabilidad de P<0,05 se consideró que era 
estadísticamente significativa.

10.3

Vitrificación de blastocistos porcinos clonados artesanales producidos a partir de ovocitos desgrasados madurados 35
in vitro.

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

La criopreservación de embriones/blastocistos se llevó a cabo por vitrificación utilizando Cryotop (Kitazato Supply 
Co, Fujinomiya Japón) como se describió anteriormente (Kuwayama et al. 2005a; 2005b). En el momento de la 40
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vitrificación, se transfirieron embriones/blastocistos en solución de equilibrio (ES) constituida por 7,5 % (vol/vol) de 
etilenglicol (EG) y 7,5 % de dimetilsulfóxido (DMSO) en TCM199 complementado con 20 % de sustituto sintético de 
suero (SSS) a 39°C durante 5 a 15 min. Después de una contracción inicial, los embriones recuperaron su volumen 
original. Se transfirieron 4�6 embriones/blastocistos a una gota de 20 ul de solución de vitrificación (VS) constituida 
por 15 % (vol/vol) de EG y 15 % (DMSO) y sacarosa 0,5 M disuelta en TCM199 complementado con 20 % de SSS. 5
Después de incubar durante 20 s, los embriones se cargaron en Cryotop y se sumergieron en nitrógeno líquido. El 
proceso de la exposición en VS hasta la inmersión se completó en 1 min.

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

El procedimiento de desgrasado no invasivo se aplicó a ovocitos porcinos madurados in vitro y se investigó el 15
desarrollo adicional de los ovocitos desgrasados después de la activación 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 digestión parcial de la zona pelúcida (fig. 11a). Posteriormente, se centrifugaron 40-50 20
ovocitos (12.000 × 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 µg/ml de citocalasina B (CB) (fig. 11b). Las zonas pelúcidas de ambos 
ovocitos centrifugados e intactos fueron eliminadas completamente con digestión adicional en 2mg/ml de solución de 
pronasa. Para la activación, se aplicó una única corriente continua de 85 kV/cm durante 80 us a ambos grupos, 
seguido de 4 h de tratamiento con 5 µg/ml de CB y 10 µg/ml de cicloheximida (CHX). Todos los embriones se 25
cultivaron después en el medio NCSU37 modificado. Los blastocistos en Día 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 determinó de acuerdo con tasas de reexpansión después de 24 h de recuperación en medio de cultivo 
complementado con 10 % de CS. Los números de células de blastocistos reexpandidos de ambos grupos se 
determinaron después de la tinción de Hoechst. Los resultados se compararon mediante análisis de ANOVA. La 30
digestión parcial de la zona y la centrifugación 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 número medio de células de blastocistos 35
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 número de células.

Después del desgrasado, la zona pelúcida de los ovocitos de ambos grupos era eliminada completamente. Los 40
mismos parámetros descritos anteriormente para la activación eléctrica se aplicaron a ambos grupos. Siete días 
después de la activación, se determinaron las tasas de blastocistos y los números de las células de los blastocistos.

Se investigó 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; 45
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 número 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 50
activados desgrasados e intactos.

Tratamiento 
del ovocito

Ovocito 
activado

Tasa de 
blastocisto (%)

Blastocisto reexpandido después 
del calentamiento (%)

Número medio de células de 
blastocistos reexpandidos

Desgrasados 173 28 ± 7 85 ± 6 36 ± 7

Intactos 156 28 ± 5 32 ± 7 39 ± 9
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Clonación 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 días después de la reconstrucción, los blastocistos 
producidos a partir de ambos grupos fueron vitrificados con Cryotop. Las tasas de supervivencia y los números de 
células de blastocistos re-expandidos se determinaron como se describe para los blastocistos producidos por PA.5

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 µl de volumen cubiertas con aceite mineral. 
Para la transferencia nuclear de la célula somática, la clonación artesanal (HMC) descrita por los autores de la 
invención en un trabajo previo (Du, et al., 2005) se aplicó con una sencilla modificación: para la enucleación de 
ambos ovocitos desgrasados y de control, se aplicó la bisección en lugar de la trisección.10

En resumen, después de la eliminación de la inversión cúmulo, 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 solución de 
pronasa, fueron recogidos y lavados rápidamente en gotas de T2 y T20. Los ovocitos desgrasados después de la 
centrifugación fueron digeridos en los 3,3 mg/ml de la solución de pronasa durante unos adicionales 5 s.

Tanto los ovocitos de control como los desgrasados con zonas pelúcidas parcialmente digeridas, distendidas y 15
ablandadas fueron alineados en gotas de T2 complementado con 2,5 µg/ml de citocalasina B. La bisección se 
realizó manualmente bajo control estereomicroscópico (Fig 11 c) con Cuchilla de Corte con Filo Ultra (AB 
Technology, Pullman, WA, EE.UU.). Las mitades se recogieron y tiñeron con 5 µg/ml de fluorocromo Hoechst 33342 
en gotas de T2 durante 5 min, y después se colocaron en gotas de 1 µl del medio T2 en el fondo de una cápsula 
Petri Falcon de 60 mm cubierta con aceite (3-4 mitades por gota). Usando un microscopio invertido y luz UV, se 20
registraron las posiciones de las mitades sin tinción con cromatina (citoplastos). Los citoplastos se recogieron más 
tarde bajo un estereomicroscopio y se almacenaron en gotas de T10.

Las células de fibroblasto fetal porcino se prepararon con digestión en tripsina a partir de monoláminas como se 
describió previamente (Kragh, et al., 2005). La fusión se realizó en dos etapas donde la segunda incluía también la 
iniciación de la activación. Durante la primera etapa, el 50 % de los citoplastos disponibles fueron transferidos en 1 25
mg/ml de fitohemaglutinina (PHA; ICN Pharmaceuticals, Australia) disuelta en T0 durante 3 s, después se goteó 
rápidamente sobre células fibroblastos individuales. Después de la unión, los pares de células citoplasto-fibroblasto 
fueron equilibrados en medio de fusión (0,3 M de manitol y 0,01 % de PVA) durante 10 s y se transfirieron a la 
cámara de fusión. Utilizando una corriente alterna (CA) de 0,6 kV/cm y 700 KHz, los pares fueron alineados al 
alambre de una cámara de fusión con las células somáticas más alejadas del alambre (Fig. 11 d), después 30
fusionados con una corriente continua de 2,0 kV/cm durante 9 µs. 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 fusión había 
tenido lugar.

Aproximadamente 1 hora después de la primera fusión, cada par se fusionó con otro citoplasto en medio de 
activación. Se aplicaron corriente AC y un único pulso de CC de 0,7 kV/cm durante 80 µs como se ha descrito 35
anteriormente. La fusión se detectó en gotas de T10, después de que los embriones reconstruidos fueran 
transferidos en medio IVC0-2 (véase Cultivo y evaluación del embrión) complementado con 5 µg/ml de citocalasina 
B y 10 µg/ml de cicloheximida. Después de una incubación de 4 h a 38,5°C en 5 % de CO2, 5 % de O2 y 90 % de N2

con máxima 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 40
porcinos derivados de ovocitos desgrasados e intactos.

Grupo 
HMC

Nº de embriones 
reconstruidos

Tasa de 
blastocisto 

(%)*

Blastocisto reexpandido 
después del calentamiento (%)*

Número medio de células de 
blastocistos reexpandidos*

Desgrasa
dos

240 21 ± 6 a 79 ± 6 b 41 ± 7 d

Intactos 150 23 ± 6 a 32 ± 8 c 39 ± 5 d

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

*: media ± S.E.M.

La capacidad de desarrollo in vitro se observó en la HMC con ovocitos desgrasados cuando las tasas de blastocistos 
en Día 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 vitrificación 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

Enucleación artesanal químicamente asistida (CAHE) y comparación con los procedimientos existentes5

Después de 41-42 h de maduración in vitro, los COC fueron cultivados adicionalmente durante 45 min en la misma 
solución complementada con 0,4 µg/ml de demecolcina. Células cúmulo 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 µl de volumen, y estaban cubiertas con aceite mineral.10

Las etapas básicas del procedimiento de la HMC han sido descritas en otra parte en el presente documento. En 
resumen, ovocitos sin células cúmulos se incubaron en 3,3 mg/ml de pronasa disuelta en T33 (T para medio TCM 
199 tamponado con Hepes; el número significa el porcentaje vol/vol de complemento de CS, aquí 33 %) durante 20 
s. Cuando tiene lugar la lisis parcial de la zona pelúcida y ligera deformación de los ovocitos, fueron recogidos y 
lavados rápidamente en gotas de T2 y T20. Nueve ovocitos fueron alineados en una gota T2 complementada con 15
2,5 µg/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 extrusión y/o un cuerpo polar unido fuertemente en la superficie, y se realizó la 
bisección orientada manualmente bajo control estereomicroscópico con una microcuchilla (AB Technology, Pullman, 
WA, EE.UU.). Menos de la mitad del citoplasma (cerca de la extrusión o del PB) se separó de la parte restante (Fig. 
12). Después de la bisección de los 9 ovocitos en la gota, las partes más grandes y las partes más pequeñas (con la 20
extrusión o el PB unido) se recogieron y se colocaron en gotas separadas de T2, respectivamente.

Enucleación artesanal orientada sin tratamiento con demecolcina (OHE)

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

Bisección artesanal aleatoria para la enucleación (RHE)25

También se omitió la preincubación con demecolcina del pretratamiento de este grupo. Después de la retirada de 
células cúmulo, las zonas pelúcidas fueron parcialmente digeridas mediante pronasa como se ha descrito 
anteriormente. La bisección idéntica artesanal aleatoria se aplicó en gotas de T2 complementado con 2,5 µg /ml de 
CB. Todos los demi-ovocitos fueron seleccionados y teñidos con 10 µg/ml de Hoechst 33342 en gotas de T2 durante 
10 min, después se colocaron en gotas de 1 µl de medio T2 cubiertas con aceite mineral (tres demi-ovocitos en cada 30
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 más tarde bajo un estereomicroscopio y almacenados en gotas 
de T2 antes de manipulaciones adicionales.

Fusión e inicio de la activación

Se prepararon células de fibroblasto fetal porcino como se ha descrito previamente (Kragh, et al., 2005, Du, et al., 35
2005). La fusión se realizó en dos etapas, donde la segunda incluía también el inicio de la activación. Para la 
primera etapa, con una pipeta de vidrio de trazo muy fino y pulida al fuego, se colocaron aproximadamente 100 
células somáticas 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 goteó rápidamente sobre una célula somática individual. Después de la unión, los pares de 40
citoplasto-célula somática se recogieron de nuevo y se transfirieron a un medio de fusión (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 cámara de fusión (cámara de fusión de 0,5 mm de microlámina 
BTX, modelo 450; BTX, San Diego, CA) con las células somáticas más alejadas del alambre, después fusionadas 
con una corriente continua (CC) de 2,0 kV/cm durante 9 µs. Los pares se retiraron del alambre después con cuidado 45
hasta una gota de T10, y se incubaron adicionalmente para observar si la fusión había tenido lugar.

Aproximadamente 1 h después de la fusión, los pares fusionados y los citoplastos restantes se equilibraron por 
separado en el medio de activación (0,3 M de manitol, 0,1 mM de MgSO4, 0,1 mM de CaCl2 y 0,01 % de PVA). 
Utilizando una CA de 0,6 kV/cm, un par y un citoplasto se alinean al alambre de la cámara de fusión, con los pares 
fusionados en contacto con el alambre. Un único pulso de CC de 0,86 kV/cm durante 80 µs se usó para la segunda 50
fusión y el inicio de la activación. La fusión se comprobó después de la incubación en gotas de T10.

Clonación tradicional (CT)

La micromanipulación fue realizada con un microscopio invertido Diaphot 200 (Nikon, Tokio, Japón), como se 
describió anteriormente (Chen et al., 1999; Zhang et al., 2005 En resumen, después de 42-44 h de maduración in 
vitro, las células cúmulo fueron retiradas como se ha descrito anteriormente. Todas las manipulaciones se realizaron 55
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en una etapa en caliente ajustada a 39°C. Una gota individual de solución de micromanipulación de 50 µl se puso en 
el área central en una tapa de un plato de cultivo de 60 mm y se cubrió con aceite mineral. En la misma gota se 
colocaron grupos de 20-30 ovocitos y células fibroblastos fetales. Después de incubación durante 15-30 min, se fijó 
un ovocito con una pipeta de sujeción (diámetro interior = 25-35 µm y diámetro exterior = 80-100 µm). Después de 
estar situado en la posición de las 5-6 en punto en el reloj, el primer cuerpo polar y el citoplasma adyacente (approx. 5
10 % del volumen total del ovocito) conteniendo presuntamente placa metafase fueron aspirados y retirados con una 
pipeta de inyección biselada (diámetro interno = 20 µm). Después se inyectó 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 recuperación durante 1 a 1,5 horas hasta que 
se realizó la fusión y la activación. El medio de recuperación fue NCSU-23 complementado con 4 mg/ml de BSA y 10
7,5 µg/ml de CB. Los pareados reconstruidos fueron incubados en medio de fusión 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 aplicó un único pulso de 2,0 kV/cm de corriente continua de 30 µs. 
Después del cultivo en gotas de IVC0-2 (especificado en "Cultivo y evaluación del embrión") complementado con 7,5 
µg/ml de CB durante 30-60 min, los resultados de la fusión se examinaron bajo un estereomicroscopio. Los 15
pareados fusionados se sometieron a un segundo pulso en la solución de activación. Después de 30 min de 
incubación en T10 fueron transferidos a IVCO-2 para evaluar el desarrollo in vitro.

Etapas adicionales de activación

Después del pulso de la activación, todos los embriones reconstruidos se incubaron en IVC0-2 complementado con 
5 µg/ml de CB y 10 µg/ml de cicloheximida a 38,5 °C en 5 % de CO2, 5 % de O2, y 90 % de N2, con máxima 20
humedad.

Cultivo y evaluación del embrión

4 h más tarde, todos los embriones reconstruidos y activados se lavaron y cultivaron en placas Nunc de cuatro 
pocillos en 400 µl de IVC0-2 cubiertos por aceite mineral a 38,5°C en 5 % de CO2, 5 % de O2, y 90 % de N2, con 
máxima humedad. IVC0-2 era un medio NCSU37 modificado (Kikuchi, et al., 1999), que contenía 4 mg/ml de BSA, 25
0,17 mM de piruvato sódico, y 2,73 mM de lactato sódico desde Día 0 (el día de la activación) hasta el Día 2. 
Piruvato sódico y lactato sódico se reemplazaron con 5,5 mM de glucosa desde el Día 2 hasta el Día 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 Día 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 30
cuatro pocillos utilizando la misma cantidad y composición del medio. Las tasas de división y de blastocisto se 
registraron en Día 2 y Día 7, respectivamente. Para determinar los números de células totales, los blastocistos 
fueron fijados y montados en una lámina de vidrio de microscopio en una pequeña cantidad (<2 µl) de glicerol que 
contenía 10 µg/ml de Hoechst 33342. Después de tinción durante varias horas a temperatura ambiente, los 
embriones se observaron bajo un microscopio invertido Diaphot 200 con un accesorio epifluorescente y filtro UV-2A 35
(Nikon, Tokio, Japón).

Comparación de la eficiencia de CAHE frente a OHE

La eficiencia y fiabilidad de CAHE se ensayó en 12 réplicas idénticas utilizando un total de 620 ovocitos. Después de 
41-42 h de maduración, los ovocitos se sometieron a incubación con demecolcina. La bisección orientada se realizó 
en ovocitos en los que se detectó un cono de extrusión y/ un PB fuertemente unido después de digestión parcial con 40
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 tiñeron con Hoechst 33342 (10 µg/ml en T2 durante 10 min). La presencia o ausencia de cromatina 
se detectó bajo un microscopio fluorescente invertido (Fig. 13).

La eficiencia y fiabilidad de la OHE se investigó en 9 réplicas idénticas utilizando un total de 414 ovocitos. Después 45
de 42-43 h de maduración in vitro, se realizó bisección orientada se realizó en ovocitos maduros donde se detectó 
un cono de extrusión y/o PB después de digestión parcial con pronasa. Los resultados se evaluaron como se 
describió en el párrafo anterior.

Los resultados se muestran en la Tabla 7.

Tabla 7 La eficiencia de la enucleación artesanal químicamente asistida (CAHE) y enucleación artesanal orientada 50
(OHE)

Grupos Nº de ovocitos tratados Ovocitos 
biseccionados/totales (%)*

Citoplasto/bisección (%)* Citoplasto/ovocitos totales 
(%)*

CAHE 620 96 ± 1 a 94 ± 2 b 90 ± 3 c
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Grupos Nº de ovocitos tratados Ovocitos 
biseccionados/totales (%)*

Citoplasto/bisección (%)* Citoplasto/ovocitos totales 
(%)*

OHE 414 92 ± 2 a 88 ± 3 b 81 ± 4 d

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

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

No se detectaron diferencias entre los grupos considerando conos de extrusión y/o cuerpos polares unidos 
permitiendo bisección orientada o en las tasas de lisis, y la enucleación con éxito por la relación de ovocitos 
biseccionados era también similar. Sin embargo, la eficiencia global del procedimiento medida mediante número de 
citoplasto por ovocitos totales era mayor en el grupo de la CAHE que en el grupo de la OHE.5

Comparación 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 enucleación descritos anteriormente. Se registraron las tasas de fusión entre citoplasto y 
fibroblastos donantes. Los embriones reconstruidos se activaron y cultivaron como se describió anteriormente. Las 
tasas de división y de blastocisto se determinaron en Día 2 y Día 7, respectivamente. Las características 10
estereomicroscópicas de los blastocistos desarrollados se compararon entre grupos.

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

Grupos Nº de embriones 
reconstruidos

Tasa de la 
fusión (%)*

Tasa de la 
división (%)*

Tasa de 
blastocisto (%)*

Nº de células de 
blastocistos (Día 7)

CAHE 150 87 ± 7 
a

97 ± 6 
b

28 ± 9 
d

57 ± 6 
e

RHE 86 81 ± 4 a 87 ± 8 b 21 ± 9 d 49 ± 7 e

TC 178 81 ± 10 a 69 ± 9 c 21 ± 6 d 53 ± 6 e

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

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

Las tasas de fusión después de enucleación eran similares entre CAHE, RHE y TC, respectivamente. La segunda 15
fusión y activación dieron como resultado pérdidas insignificantes (<1 %) en los primeros dos grupos. Aunque la TC 
dio como resultado menores tasas de la división por embrión reconstruido que los otros dos grupos, esta diferencia 
no estaba presente en las tasas de blastocisto por embrión reconstruido.

Las características estereomicroscópicas (tamaño; proporción estimada y contornos de la masa celular interna) no 
se diferenciaban entre los grupos. Los números de células (57 ± 6 frente a 49 ± 7 frente a 53 ± 6) de los blastocistos 20
producidos a partir de CAHE, RHE y TC se muestran en la Tabla 8, Fig. 14 y Fig. 15.

Análisis estadístico

El AVEDEV se realizó mediante software Excel de Microsoft XP y el ANOVA se realizó mediante el sistema SAS. 
Una probabilidad de P<0,05 se consideró que era estadísticamente significativa.

10.525

Producción de lechones

Clonación artesanal (HMC)

Cuarenta y una horas después del inicio de la maduración in vitro, la inversión cúmulo de los COC se retiró 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 30
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ajustada a 39 °C, y todas las gotas usadas para manejar ovocitos eran de 20 µl 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 número significa porcentaje (vol/vol) de complemento de suero bovino (CS), aquí 33 %) 
durante 20 segundos y después se lavaron rápidamente en gotas de T2 y T20. Los ovocitos con zonas parcialmente 
digeridas pero todavía visibles se alinearon en gotas de T2 complementado con 2,5 µg/ml de citocalasina B (CB). 5
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 realizó la bisección orientada manualmente bajo control estereomicroscópico con una 
microcuchilla (AB Technology, Pullman, WA, EE.UU.). Por ello, menos de la mitad del citoplasma del ovocito (cerca 
de la extrusión o PB) se retiró del citoplasto putativo restante. Los citoplastos se lavaron dos veces en gotas de T2 y 
se recogieron en una gota de T10.10

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

La fusión se realizó en dos etapas donde la segunda incluía también el inicio de la activación. 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) 15
durante 3 segundos, después se gotearon rápidamente individualmente sobre una de las células fibroblastos que se 
sedimentaron en una gota de T2. Después de la unión, 10 pares de células citoplasto-fibroblasto se equilibraron en 
medio de fusión (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 cámara de fusión ( cámara de fusión de 0,5 
mm de microlámina BTX, modelo 450; BTX, San Diego, CA, EE.UU.) con las células somáticas más alejadas del 20
alambre, después se fusionaron con una corriente continua (CC) de 2,0 kV/cm durante 9 µs. 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 había tenido lugar la fusión.

Aproximadamente 1 h después de la primera fusión, los pares fusionados junto con los citoplastos restantes se 
equilibraron por separado en las gotas del medio de activación (0,3 M de manitol, 0,1 mM de MgSO4, 0,1 mM de 25
CaCl2 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 único pulso de CC de 0,7 kV/cm durante 
80 µs se usó para la segunda fusión y el inicio de la activación. Los pares se retiraron después del alambre y se 
transfirieron con cuidado a las gotas de T10 para comprobar la fusión. Los embriones reconstruidos se incubaron en 
medio PZM-3 complementado con 5 µg/ml de CB y 10 µg/ml de cicloheximida durante 4 h a 38,5 °C en 5 % de CO2, 30
5 % de O2 y 90 % de N2 con máxima humedad, después se lavaron a fondo antes del cultivo.

Clonación tradicional (TC)

La micromanipulación se realizó con un microscopio invertido Diaphot 200 (Nikon, Tokio, Japón). Las células cúmulo 
se retiraron como se ha descrito anteriormente después de 42 a 44 h de maduración. Todas las manipulaciones se 
realizaron en una etapa en caliente ajustada a 39 °C. Una única gota de 50 µl de la solución de micromanipulación 35
(NCSU-23 complementado con 4 mg/ml de BSA y 7,5 µg/ml de CB) se puso en el área central en una tapadera de 
una placa de cultivo de 60 mm y se cubrió con aceite mineral. En la misma gota se colocaron grupos de 20 a 30 
ovocitos y células fibroblastos fetales. Después de incubación durante 15 a 30 min, se fijó un ovocito con una pipeta 
de sujeción (diámetro interior = 25-35 µm y diámetro exterior = 80-100 µm). Después de estar situado en la posición 
de las 5-6 en punto en el reloj, el primer cuerpo polar y el citoplasma adyacente (aprox. 10 % del volumen total del 40
ovocito) conteniendo presuntamente placa metafase se aspiraron y retiraron con una pipeta de inyección biselada 
(diámetro interno = 20 µm). Después, se inyectó 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 recuperación durante 1 a 1,5 horas hasta que se realizó la fusión y la activación. 
Los pareados reconstruidos fueron incubados en medio de fusión durante 4 min. Los pareados fueron alineados45
manualmente utilizando un capilar de vidrio finamente estirado y pulido para realizar el contacto plano paralelo a los 
electrodos. Después, se aplicó un único pulso de 2,0 kV/cm de corriente continua de 30 µs. Después del cultivo en 
gotas de medio PZM-3 complementado con 7,5 µg/ml de CB durante 30-60 min, los resultados de la fusión se 
examinaron bajo un estereomicroscopio. Los pareados fusionados se sometieron a un segundo pulso en la solución 
de activación. Después de 30 min de incubación en T10 fueron transferidos a medio PZM-3 para evaluar el 50
desarrollo in vitro.

Cultivo y transferencia del embrión

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 líneas celulares 55
diferentes (LW1-2 para HMC, LW2 para TC) se usaron como células donante nuclear para HMC y TC para permitir 
la identificación de la cría 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 embrión reconstruido después del cultivo in vitro durante 7 Días 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 invención (Tabla 9) y también la mayor de la que se haya informado nunca en la 
clonación del cerdo.

Tabla 9

Desarrollo de embriones in vitro producidos a partir de clonación artesanal y clonación tradicional

Grupo
Donante de

célula somática
Nº de embriones reconstruidos

Tasa de la división 
(%)

Tasa de blastocisto (%)

HMC LW1-2 643 83,7 ± 4,90 a 50,06 ± 2,80 a

TC LW2 831 74,86 ± 13,16 b 28,98 ± 2,84 b

a, b, Los valores de superíndices diferentes dentro de las columnas son significativamente diferentes (p < 0,05).

*: media ± S.E.M.

5

Blastocistos mixtos producidos a partir tanto de HMC como TC se transfirieron quirúrgicamente a 11 cerdas adultas 
sincronizadas de forma natural en Día 4 o 5 del ciclo estral. Seis (55 %) receptoras fueron diagnosticadas de 
embarazo mediante ultrasonografía, 2 abortados y en el momento de escribir esto 2 habían parido 3 y 10 lechones, 
respectivamente. Un tamaño de camada de 10 lechones clonados es, de acuerdo con los autores de la invención, el 
mayor tamaño de camada logrado hasta ahora en la clonación del cerdo. Todos están sanos y se comportan 10
normalmente excepto uno que muestra una flexión rígida de la unión distal de una pata delantera.  %).

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

Tabla 10. Desarrollo in vivo de embriones porcinos clonados

Embriones 
transferidos

Nº de lechones nacidos

Número del 
receptor

Embrión 
HMC

Embrión 
TC

Etapas del 
embrión 

(Día)

Ciclo del 
receptor (Día)

Estado del 
embarazo

Lechones a 
partir de 

HMC

Nº Lechones 
a partir de 

TC

Duración de la 
gestación (Día)

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 
transferidos

Nº de lechones nacidos

Número del 
receptor

Embrión 
HMC

Embrión 
TC

Etapas del 
embrión 

(Día)

Ciclo del 
receptor (Día)

Estado del 
embarazo

Lechones a 
partir de 

HMC

Nº Lechones 
a partir de 

TC

Duración de la 
gestación (Día)

1363 37 7 D6,7 5 N - - -

1560 99 42 D5,6,7 5 N - - -

Análisis de microsatélites

El análisis parental utilizando 10 marcadores de microsatélites porcinos diferentes confirmó el genotipo idéntico de 
lechones clonados y células donantes usadas en la transferencia nuclear. La identificación se hizo mediante análisis 
de microsatélites de ADN genómico de cada lechón recién nacido, la cerda adulta sustituta, y los fibroblastos LW1-2 5
y LW2 de la piel del donante que provienen de dos fetos que representan Landrace danesa y Duroc, 
respectivamente. Diez loci de microsatélites polimórficos (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 3.7.10

Para la segunda receptora, la tasa de crías por embrión (22 %) era la más elevada jamás informada hasta ahora en 
la clonación 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 %).

Análisis estadístico15

Las diferencias entre los grupos experimentales se evaluaron utilizando pruebas-t para muestras independientes 
mediante SPSS 11.5. P<0,05 se consideró significativo.
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Secuencias

SEQ ID NO: 1: Secuencia del gen de la ApoE de Sus scrofa

SEQ ID NO: 2: Proteína ApoE de Sus scrofa
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ApoE de Sus scrofa

LOCUS SSU70240 4267 pb  ADN  lineal  MAM 10-AGO-1998

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

ACCESO U70240

VERSIÓN U70240.1 GI:2388608

PALABRAS 
CLAVE

.

FUENTE Sus scrofa (cerdo)

ORGANISMO Sus scrofa

Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi; mamíferoia; Eutheria; 
Laurasiatheria; Cetartiodactyla; Suina;Suidae; Sus.
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REFERENCIA 1 (bases 1 a 4267)

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.

TÍTULO Isolation and genetic characterization of the porcine apoliprotein E gene.

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

PUB. MED. 9682450

REFERENCIA 2 (bases 1 a 4267)

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

TÍTULO Presentación Directa

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

CARACTERÍSTICAS Lugar/Calificadores

fuente 1..4267

/organismo="Sus scrofa"

/tipo_de_molécula="ADN genómico"

/xref_de_bd="taxón:9823"

gen 832..3879

/gen="Apo-E"

ARNm unión(832..857, 1686..1728, 2473..2662, 3037..879)

/gen="Apo-E"

exón 832..857

/gen="Apo-E"

/número=1

intrón 858..1662

/gen="Apo-E"

/número=1

exón 1663..1728

/gen="Apo-E"
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/número=2

CDS unión (1686..1728, 2473..2662, 3037..3757)

/gen="Apo-E"

/nota="lipoproteína en plasma"

/inicio_de_codón=1

/producto="apolipoproteína-E"

/id_de_proteína= "AAC29512.1"

/xref_de_bd="GI:2388609"

intrón 1729..2472

/gen="Apo-E"

/número=2

exón 2473..2662

/gen="Apo-E"

/número=3

intrón 2663..3036

/gen="Apo-E"

/número=3

exón 3037..3879

/gen="Apo-E"

/número=4
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ORIGEN
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ApoE

Gen apolipoproteína E (Apo-E) de Sus scrofa, CDS completo.
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ACCESO U70240

VERSIÓN U70240.1 GI:2388608

PALABRAS 
CLAVE

.

FUENTE Sus scrofa (cerdo)

ORGANISMO Sus scrofa

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

REFERENCIA 1 (bases 1 a 4267)

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.

TÍTULO Isolation and genetic characterization of the porcine apoliprotein E gene

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

PUB. MED. 9682450

REFERENCIA 2 (bases 1 a 4267)

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

TÍTULO Presentación Directa

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

CARACTERÍSTICAS Lugar/Calificadores

fuente 1..4267

/organismo="Sus scrofa"

/tipo_de_molécula="ADN genómico"

/xref_de_bd="taxón:9823"

gen 832..3879

/gen="Apo-E"

ARNm unión (832..857, 1686..1728, 2473..2662, 3037..879)

/gen="Apo-E"

exón 832..857
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/gen="Apo-E"

/número=1

intrón 858..1662

/gen="Apo-E"

/número=1

exón 1663..1728

/gen="Apo-E"

/número=2

CDS unión (1686..1728, 2473..2662, 3037..3757)

/gen="Apo-E"

/nota="lipoproteína en plasma"

/inicio_de_codón=1

/producto="apolipoproteína-E"

/id_de_proteína= "AAC29512.1"

/xref_de_bd="GI:2388609"

intrón 1729..2472

/gen="Apo-E"

/número=2

exón 2473..2662

/gen="Apo-E"

/número=3

intrón 2663..3036
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/gen="Apo-E"

/número=3

exón 3037..3879

/gen="Apo-E"

/número=4

Homo sapiens

LOCUS AF261279 5491 pb  ADN  lineal  PRI 27-OCT-2000

DEFINICIÓN Gen apolipoproteína-E de homo sapiens, CDS completo.

ACCESO AF261279

VERSIÓN AF261279.1 GI:11034800

PALABRAS 
CLAVE

.

FUENTE Homo sapiens (humano)

ORGANISMO Homo sapiens

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

REFERENCIA 1 (bases 1 a 5491)

AUTORES 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.

TÍTULO Sequence diversity and large-scale typing of SNPs in the human apoliprotein E gene

PUBLICACIÓN Genome Res. 10 (10), 1532-1545 (2000)

PUB. MED. 11042151

REFERENCIA 2 (bases 1 a 5491)

AUTORES Nickerson, D.A.

TÍTULO Presentación Directa

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

CARACTERÍSTICAS Lugar/Calificadores
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fuente 1..5491

/organismo="Homo sapiens"

/tipo_de_molécula="ADN genómico"

/xref_de_bd="taxón:9606"

/cromosoma="19"

/mapa="19q13.2"

región de 
repetición

<3.>108

/nota="putativo"

/familia_de_rpt="MIR"

/tipo_de_rpt= dispersado

variación 73

/frecuencia="0,01"

/reemplazar="t"

región_de_repetici
ón

<207.>295

/nota="putativo"

/familia_de_rpt="MIR"

/tipo_de_rpt= dispersado

variación 308

/frecuencia="0,01"

/reemplazar="t"

satélite <320.>339

/nota="putativo"

/tipo_de_rpt= tándem

región_de_repetici
ón

<340.>637

/nota="putativo"
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/familia_de_rpt="Alu"

/tipo_de_rpt= dispersado

variación 471

/frecuencia="0,01"

/reemplazar="g"

variación 545

/frecuencia="0,01"

/reemplazar="t"

variación 560

/frecuencia="0,22"

/reemplazar="t"

variación 624

/frecuencia="0.07"

/reemplazar="c"

satélite <638.>718

/nota="putativo"

/tipo_de_rpt= tándem

variación 832

/frecuencia="0,45"

/reemplazar="t"

ARNm unión (1060..1094, 1855..1920, 3013..3205, 3786..4645)

/producto="apolipoproteína-E"

variación 1163

/frecuencia="0,35"

/reemplazar="c"

variación 1522
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/frecuencia="0,01"

/reemplazar="a"

variación 1575

/frecuencia="0,01"

/reemplazar="t"

CDS unión (1878..1920, 3013..3205, 3786..4503)

/nota="APOE"

/inicio_de_codón=1

/producto="apolipoproteína-E"

/id_de_proteína= "AAG27089.1"

/xref_de_bd="GI:11034801"

variación 1998

/frecuencia="0,10"

/reemplazar="a"

región_de_repetici
ón

<2124.>2435

/nota="putativo"

/familia_de_rpt="Alu"

/tipo_de_rpt=dispersado

variación 2440

/frecuencia="0,21"

/reemplazar="a"

región_de_repetici <2569.>2848
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ón

/nota="putativo"

/familia_de_rpt="Alu"

/tipo_de_rpt= dispersado

variación 2907

/frecuencia="0,01"

/reemplazar="g"

variación 3106

/frecuencia="0,01"

/reemplazar="c"

región_de_repetici
ón

<3472.>3588

/nota="putativo"

/familia_de_rpt="Alu"

/tipo_de_rpt= dispersado

variación 3673

/frecuencia="0,01"

/reemplazar="g"

variación 3701^3702

/frecuencia="0,01"

/reemplazar="ct"

variación 3937

/frecuencia="0,14"

/reemplazar="c"

variación 4036

/frecuencia="0,01"

/reemplazar="t"
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variación 4075

/frecuencia="0,07"

/reemplazar="t"

región_de_repetici
ón

<4755.>5056

/nota="putativo"

/familia_de_rpt="Alu"

/tipo_de_rpt= dispersado

región_de_repetici
ón

<5065.>5476

/nota="putativo"

/familia_de_rpt="Alu"

/tipo_de_rpt= dispersado

variación 5229^5230

/frecuencia="0,03"

/reemplazar="gg"

variación 5229

/frecuencia="0,07"

/reemplazar="t"

variación 5229^5230

/frecuencia="0,40"

/reemplazar="g"

variación 5230

/frecuencia="0,13"

/reemplazar=""

variación 5361

/frecuencia="0,06"

/reemplazar="c"
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ORIGEN
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LOCUS NM_000041 1223 pb  ARNm  lineal  PRI 18-FEB-2007

DEFINICIÓN Apolipoproteína E (APOE) de Homo sapiens, ARNm.

ACCESO NM_000041

VERSIÓN NM_000041.2 GI:48762938

PALABRAS 
CLAVE

.

FUENTE Homo sapiens (humano)

ORGANISMO Homo sapiens

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

mamíferoia; Eutheria; Euarchontoglires; Primates; Haplorrhini;

Catarrhini; Hominidae; Homo.

REFERENCIA 1 (bases 1 a 1223)

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

TÍTULO Apoliprotein E3- and nitric oxide-dependent modulation of endothelial cell inflammatory responses

PUBLICACIÓN Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol. 27 (2), 339-345 (2007)

PUB. MED. 17138935

OBSERVACIONES GeneRIF: los datos sugieren un papel de la apoE3 en la pared vascular para equilibrar el estado 
redox intracelular en células endoteliales dañadas a través de vías de paso NO dependientes
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REFERENCIA 2 (bases 1 a 1223)

AUTORES Gupta, V., Narayanaswami, V., Budamagunta, M.S., Yamamato,T., Voss, J.C. y Ryan, R.O.

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

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

PUB. MED. 17079229

OBSERVACIONES GeneRIF: análisis de las propiedades de apoE de reconocimiento del LDLR 

REFERENCIA 3 (bases 1 a 1223)

AUTORES 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.

TÍTULO Apolipoprotein E polymorphism influences lipid phenotypes in

Chinese families with familial combined hyperlipidemia

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

PUB. MED. 17127808

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

REFERENCIA 4 (bases 1 a 1223)

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

TÍTULO Apoliprotein E epsilon4 and age at onset of sporadic and familial

Alzheimer disease in Caribbean Hispanics

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

PUB. MED. 17101827

OBSERVACIONES GeneRIF: Individuos con historia familiar de EA y el 

APOE alelo épsilon4, factores adicionales genéticos o medioambientales pueden

acelerar el comienzo de la demencia.

REFERENCIA 5 (bases 1 a 1223)

AUTORES Christidis, D.S., Liberopoulos, E.N., Kakafika, A.I., Miltiadous, G.A.,

ES 2 547 015 T3

 



63

Cariolou, M., Ganotakis, E.S., Mikhailidis, D.P. y Elisaf, M.S.

TÍTULO The effect of apoliprotein E polymorphism on the response to

lipid-lowering treatment with atorvastatin or fenofibrate

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

PUB. MED. 17056835

OBSERVACIONES GeneRIF: Había una clara asociación entre el polimorfismo de apolipoproteína E en respuesta a la 
disminución de lípidos por tratamiento con atorvastatina y fenofibrato en pacientes con diferentes 
tipos de dislipidemia.

REFERENCIA 6 (bases 1 a 1223)

AUTORES Lohse, P., Brewer, H.B. III, Meng, M.S., Skarlatos, S.I., LaRosa, J.C. y Brewer, H.B. Jr.

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

PUBLICACIÓN J. Lipid Res. 33 (11), 1583-1590 (1992)

PUB. MED. 1361196

REFERENCIA 7 (bases 1 a 1223)

AUTORES Moriyama, K., Sasaki, J., Matsunaga, A., Arakawa, F., Takada, Y.,

Araki, K., Kaneko, S. y Arakawa, K.

TÍTULO Apoliprotein E1 Lys-146----Glu with type III hyperlipoproteinemia

PUBLICACIÓN Biochim. Biophys. Acta 1128 (1), 58-64 (1992)

PUB. MED. 1356443

REFERENCIA 8 (bases 1 a 1223)

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

Ziegler, R.

TÍTULO Severe type III hyperlipoproteinemia associated with unusual apoliproteína E1 fenotipo and epsilon 
1/'null' genotype

PUBLICACIÓN Eur. J. Clin. Invest. 22 (9), 599-608 (1992)

PUB. MED. 1360898

REFERENCIA 9 (bases 1 a 1223)

AUTORES Schuler, G., Hambrecht, R., Schlierf, G., Niebauer, J., Hauer, K.,
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Neumann, J., Hoberg, E., Drinkmann, A., Bacher, F., Grunze, M. et al.

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

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

PUB. MED. 1617762

REFERENCIA 10 (bases 1 a 1223)

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

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

PUBLICACIÓN 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 versión de la secuencia sustituyó la gi:4557324.

Resumen: Restos de quilomicrón y restos de lipoproteína de muy baja densidad (VLDL)

son rápidamente eliminados de la circulación por

endocitosis mediada por receptor en el hígado. La apolipoproteína E, una apoproteína principal del 
quilomicrón, enlaza con un receptor específico en las células hepáticas y en células periféricas. La 
ApoE es esencial para el catabolismo normal de constituyentes de la lipoproteína ricos en 
triglicéridos.

El gen ApoE es cartografiado en el cromosoma 19 en una agrupación con APOC1 y APOC2.

Los defectos en la apolipoproteína E dan como resultado disbetalipoproteinemia familiar, o 
hiperlipoproteinemia tipo III (HLP III), en las que un aumento de colesterol y triglicéridos en el 
plasma son la

consecuencia de la depuración defectuosa de los restos de quilomicrón y de VLDL.

Nota de la Publicación: Este registro de Sec. de Ref. incluye un subconjunto de las publicaciones 
que están disponibles para este gen. Por favor véase el registro Entrez Gene para acceder a 
publicaciones adicionales. EXHAUSTIVIDAD: completo en el extremo 3'.

CARACTERÍSTICAS

CARACTERÍSTICAS Lugar/Calificadores

fuente 1..1223

/organismo="Homo sapiens"

ES 2 547 015 T3
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/tipo_de_molécula="ARNm"

/xref_de_bd="taxón:9606"

/cromosoma="19"

/mapa="19q13.2"

gen 1..1223

/gen="APOE"

/nota="apolipoproteína E; sinónimos: AD2, MGC1571,

apoproteína"

/xref_de_bd="genID:348"

/xref_de_bd="HGNC:613"

/xref_de_bd="HPRD:00135"

/xref_de_bd="MIM:107741"

CDS 84..1037

/gen="APOE"

/componente_en_la_OG="quilomicrón; citoplasma [pmid 9622609];

zona extracelular [pmid 9622609] [pmid 14718574]"

/función_en_la_OG="actividad antioxidante [pmid 14587032];

enlace del receptor de la apolipoproteína E [pmid 12729008];

enlace beta-amiloide [pmid 11305869]; enlace de heparina

[pmid 12729008]; actividad de transportador de lípidos; enlace fosfolípido

[pmid 40667131; enlace de la proteina tau [pmid 9622609]"

/proceso_de_la_OG="homeostasis de colesterol [pmid 9622609];

circulación [pmid 14506116]; organización citoesquelética y

biogénesis [pmid 9622609]; inducción de la apoptosis [transporte pmid 

12753088]; transporte intracelular [pmid 9622609];

aprendizaje y/o memoria [pmid 9622609]; regulación lípida de axón
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[pmid 9622609]; metabolismo de la lipoproteína [pmid 12729008];

tetramerización de la proteína [pmid 4066713]; extensión sináptica

[pmid 9622609]; regulación de la elasticidad neuronal

[pmid 9622609]; respuesta a la especie oxígeno reactivo

[pmid 117439991; transmisión sináptica, colinérgica [pmid 9622609]"

/nota="enfermedad de Alzheimer tipo 2 (asociada a APOE*E4, aparición tardía)

; apolipoproteína E3"

/inicio_de_codón=1

/producto="precursor del apolipoproteína E"

/id_de_proteína= "NP_000032.1"

/xref_de_bd=".GI:4557325"

/xref_de_bd="CCDS:CCDS12647.1"

/xref_de_bd="Id_del_gen:348"

/xref_de_bd="HGNC:613"

/xref_de_bd="HPRD:00135"

/xref_de_bd="MIM:107741"

péptido_señal 84..137

/gen="APOE"

péptido_maduro 138..1034

/gen="APOE"

/producto="apolipoproteína E"

STS 249..356
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/gen="APOE"

/nombre_estándar="PMC99927P2"

/xref_de_bd="UniSTS:273705"

STS 342..640

/gen="APOE"

/nombre_estándar="GDB:171177"

/xref_de_bd="UniSTS:154776"

STS 375..640

/gen="APOE"

/nombre_estándar="GDB:181693"

/xref_de_bd="UniSTS:155329"

STS 404..631

/gen="APOE"

/nombre_estándar="GDB:169570"

/xref_de_bd="UniSTS:154765"

STS 407..632

/gen="APOE"

/nombre_estándar="GDB:438097"

/xref_de_bd="UniSTS:157265"

STS 408..678

/gen="APOE"

/nombre_estándar="GDB:196979"

/xref_de_bd="UniSTS:155901"

STS 417..746

/gen="APOE"

/nombre_estándar="GDB:177380"

ES 2 547 015 T3

 



68

/xref_de_bd="UniSTS:154875"

STS 417..634

/gen="APOE"

/nombre_estándar="PMC117303P1"

/xref_de_bd="UniSTS:270328"

STS 609..752

/gen="APOE"

/nombre_estándar="STS-N29699"

/xref_de_bd="UniSTS:34644"

STS 736..936

/gen="APOE"

/nombre_estándar="PMC310963P4"

/xref_de_bd="UniSTS:272827"

STS 823..954

/gen="APOE"

/nombre_estándar="RH11470"

/xref_de_bd="UniSTS:72925"

STS 919.1049

/gen="APOE"

/nombre_estándar="STS-K00396"

/xref_de_bd="UniSTS:64138"

señal_poliA 1155..1160

/gen="APOE"

sitio_poliA 1180

/gen="APOE"
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ORIGEN

SEQ ID Nº: 3

Secuencia ADNc del receptor de LDL 

Sus scrofa ARNm del receptor de lipoproteína de baja densidad (LDLR), alelo LDLR-N, sec. codif. parcial.

ACCESO AF065990

VERSIÓN AF065990.1 GI:3153894

PALABRAS 
CLAVE

.

FUENTE Sus scrofa (cerdo)

ORGANISMO Sus scrofa

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

mamíferoia; Eutheria; Laurasiatheria; Cetartiodactyla; Suina; Suidae;

Sus.

REFERENCIA 1 (bases 1 a 2403)

AUTORES Hasler-Rapacz, J., Ellegren, H., Fridolfsson, A.K., Kirkpatrick, B.,

Kirk, S., Andersson, L. y Rapacz, J.

TÍTULO Identification of a mutation in the low density lipoprotein
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Sus scrofa ARNm del receptor de lipoproteína de baja densidad (LDLR), alelo LDLR-N, sec. codif. parcial.

receptor gene associated with recessive familial hypercholesterolemia in swine

PUBLICACIÓN 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.

TÍTULO Presentación Directa

PUBLICACIÓN Presentado (16-MAY-1998) en Genetics & Animal Science, University of

Wisconsin, 1675 Observatory Drive, Madison, WI 53706, EE.UU.

CARACTERÍSTICAS Lugar/Calificadores

  fuente 1..2403

/organismo="Sus scrofa"

/tipo_de_molécula="ARNm"

/xref_de_bd="taxón:9823"

/cromosoma="2"

/mapa="2q; cerca del centrómero"

/tipo_de_tejido="hígado"

  gen <1.>2403

/gen="LDLR"

/alelo="N (normal)"

  CDS <1.>2403

/gen="LDLR"

/alelo="N (normal)"

/nota="receptor de LDL; normolipidémico"

/inicio_de_codón=1
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Sus scrofa ARNm del receptor de lipoproteína de baja densidad (LDLR), alelo LDLR-N, sec. codif. parcial.

/producto="recetor de lipoproteína de baja densidad"

/id_de_proteína= "AAC17444.1"

/xref_de_bd="GI:3153895"
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SEQ ID NO: 4

Secuencia de aminoácidos de LDL porcina
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Genomisk sekvens del receptor del LDL humano [en gi:42406306] del Cromosoma 19. Secuencia codificante 
subrayada
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Sekvens del ADNc del receptor de LDL humano (NM_000527)

Zona codificante subrayada.
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Proteinsekvens del receptor del LDL humano 

NP_000518

Secuencia proteínica de la proteína precursora (1-860).

5

Secuencias de ARNhc

ARNpi con sitios diana en la secuencia del ARNm del receptor de LDL porcino.
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Secuencia pSUPER.retro.puro

Sitios de restricción utilizados

BglII:1447

Xhol: 14205

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

SECUENCIA pSUPER.retro.puro:

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

b) Después de la división (BglII og XhoI) y la inserción de oligo ADN en T1 10
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c) Similar para T2-T8
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pSBT/SV40-GFIP.IoxP, secuencia
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pSBT/RSV-GFIP, secuencia
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pSBT/SV40-GFIP, secuencia
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pSBT/SV40-GFIP.IoxP, secuencia
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SECUENCIA:

pSBT-PCSK9

Secuencia codificante de PCSK9 humano precedida de una secuencia Kozak y construida con una etiqueta FLAG 
en un terminal C.5
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REIVINDICACIONES

1. Un cerdo de tamaño 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 mutación en el

i. gen ApoE endógeno y/o5

ii. gen receptor del LDL endógeno,

en la que dicho fenotipo al menos es hipercolesterolemia.

2. El cerdo modificado de acuerdo con la reivindicación 1, en el que el cerdo de tamaño miniatura se selecciona del 
grupo constituido por Goettingen, Yucatán, Bama Xiang Zhu, Wuzhishan y Xi Shuang Banna, incluida cualquier 
combinación de los mismos.10

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

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

5. Un feto porcino genéticamente modificado derivado del modelo de cerdo genéticamente modificado como se 15
define en la reivindicación 1.

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

7. Un procedimiento para evaluar el efecto de un tratamiento terapéutico de la aterosclerosis, comprendiendo dicho 
procedimiento las etapas de 20

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

ii) evaluar el efecto observado en dicho modelo de cerdo tratado con una composición farmacéutica.

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

i) proporcionar el modelo de cerdo de acuerdo con la reivindicación 1,25

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 composición farmacéutica.
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