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DESCRIPCION
Pez transgénico y usos del mismo
Campo de la invencion

La presente divulgacion se refiere en general a un pez transgénico y a su uso en, entre otros, la deteccion de
compuestos estrogénicos y antiestrogénicos, la monitorizacion de actividad similar a estrégenos en el entorno, y la
elucidacion de la regeneracion hepatica.

Antecedentes de la invencion

Se encuentra que muchas sustancias quimicas que se han considerado seguras tienen la actividad de alterar el
sistema endocrino y producir efectos adversos en organismos. La amplia presencia de estos tipos de compuestos
quimicos en el entorno ha suscitado la atencién y la preocupacion mundiales. Debido a los crecientes informes de
los efectos estrogénicos de estas sustancias sobre organismos masculinos, la mayoria de los esfuerzos de
investigacion se han dirigido a agentes de alteracion endocrinos similares a estrégenos.

Es importante tener un método rapido, sensible, econémico y cuantificable para identificar sustancias quimicas que
pueden imitar estrégenos o interferir con el sistema endocrino estrogénico, y que pueden ayudar a evaluar los
efectos bioldgicos de estas sustancias quimicas sobre organismos. De los métodos disponibles actuales, se han
investigado los ensayos con lineas celulares in vitro y los ensayos con peces transgénicos in vivo. Los ensayos con
lineas celulares pueden ser rapidos y sensibles, pero no pueden proporcionar informacion sobre efectos
toxicodinamicos y toxicocinéticos en sustancias de prueba sobre organismos. Actualmente, los ensayos con peces
transgénicos pueden superar algunas de las deficiencias de los ensayos con lineas celulares. Sin embargo, los
ensayos con peces transgénicos actuales son limitados porque no pueden usarse para monitorizar agentes de
alteracion endocrinos en especies de agua dulce, y no pueden usarse en un entorno marino.

Sumario de la invenciéon

Un aspecto de la presente invencion se refiere a un casete de expresion que incluye: (i) una secuencia de
nucledtidos indicadora que codifica para una proteina indicadora; (i) una secuencia de nucleétidos reguladora en 5’
que responde a estrogenos aislada de un pez medaka de agua salobre de la especie Oryzias melastigma, en la que
la secuencia de nucleétidos reguladora esta unida operativamente en 5’ a la secuencia de nucleodtidos indicadora
para inducir la expresion de la proteina indicadora en presencia de estrégenos o un compuesto similar a estrogenos;
y (i) una regién reguladora en 3’ unida operativamente en 3’ a la secuencia de nucleétidos indicadora, en el que la
secuencia de nucledtidos reguladora en 5’ que responde a estrégenos se selecciona del grupo que consiste en SEQ
ID NO: 2, SEQ ID NO: 3 y SEQ ID NO: 4; vy la region reguladora en 3° comprende la secuencia de nucledtidos de
SEQ ID NO: 5. Ventajosamente, la secuencia de nucledtidos reguladora en 5’ que responde a estrogenos se
selecciona del grupo que consiste en SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 3, y la regién reguladora en 3’ comprende la
secuencia de nucledtidos de SEQ ID NO: 5. Segun una realizacién preferida, la proteina indicadora es una proteina
autofluorescente, seleccionada ventajosamente del grupo que consiste en una proteina fluorescente verde
potenciada (EGFP), una proteina fluorescente verde (GFP), una proteina fluorescente azul (BFP), una proteina
fluorescente amarilla (YFP) y una proteina fluorescente roja (RFP).

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a un vector de transformacion que incluye un casete de expresion
de la presente invencion.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a una célula huésped transducida con un casete de expresion de la
presente invencion.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a una célula transgénica de un animal acuatico, donde la célula
transgénica incluye al menos un casete de expresion de la presente invencion. Ventajosamente, el animal acuatico
se selecciona del grupo que consiste en una especie Oryzias y una especie Danio, seleccionada mas
ventajosamente del grupo que consiste en Oryzias melastigma y Oryzias latipes.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a un pez medaka de agua salobre transgénico de la especie
Oryzias melastigma que incluye al menos un casete de expresion de la presente invencion. El pez transgénico
presenta una marca observable cuando se expone a un medio liquido que contiene un estrogeno o un compuesto
similar a estrogeno. La marca observable incluye la proteina indicadora expresada por el al menos un casete de
expresion. Ventajosamente, la marca observable es visible in vivo. Segin un aspecto, el pez esta en una fase de
desarrollo seleccionada del grupo que consiste en una fase embrionaria, una fase larvaria y una fase adulta. Segun
otro aspecto, el pez es un adulto macho.

Otro aspecto de la presente divulgacion se refiere a un método de preparacion de un pez medaka de agua salobre
transgénico de la especie Oryzias melastigma para su uso en la deteccion de la presencia de un estrogeno o
compuesto similar a estrégeno en un medio liquido. Este método implica transformar un pez no transgénico con el
casete de expresion de la presente invencion, produciendo de ese modo un pez transgénico que incluye al menos
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uno de los casetes de expresion.
También se da a conocer un método de examen de un medio liquido para una sustancia estrogénica.

También se da a conocer un método de examen de un medio liquido para una sustancia estrogénica. Este método
implica exponer un pez transgénico de la presente invencion a un medio liquido que va a someterse a prueba (es
decir, que va a someterse a prueba para determinar la presencia de una sustancia estrogénica). Tras esta etapa de
exposicion, el método implica entonces determinar si el pez transgénico presenta o no una marca observable
producida por la expresion inducida del gen indicador (contenido en el pez transgénico). La presencia de la marca
observable indica que el medio liquido contiene una sustancia estrogénica.

También se da a conocer un método de examen para un compuesto que tiene actividad antiestrogénica. Este
método implica las etapas siguientes: (a) proporcionar un primer pez transgénico y un segundo pez transgénico de la
presente invencion, donde los peces transgénicos primero y segundo son de la misma especie y estan
sustancialmente en la misma fase de desarrollo; (b) exponer el primer pez transgénico a un primer medio liquido,
donde el primer medio liquido incluye un estrégeno o compuesto similar a estrégeno; (c) exponer el segundo pez
transgénico a un segundo medio liquido, donde el segundo medio liquido incluye el primer medio liquido y un
compuesto de prueba; y (d) comparar la intensidad cuantificada de cualquier marca observable presentada por el
primer pez transgénico con la intensidad cuantificada de cualquier marca observable presentada por el segundo pez
transgénico, donde una disminucién en la intensidad cuantificada de la marca observable en el segundo pez
transgénico en comparacion con la del primer pez transgénico indica que el compuesto de prueba tiene actividad
antiestrogénica.

También se da a conocer un método para investigar el efecto de un compuesto estrogénico sobre la regeneracion
hepatica. En general, este método implica realizar una hepatectomia parcial en un pez transgénico adulto de la
presente invencion, donde la hepatectomia parcial es eficaz para retirar una parte del higado del pez transgénico;
exponer el pez transgénico a un medio liquido de prueba que contiene un compuesto estrogénico de prueba; y
analizar el higado del pez transgénico para detectar cualquier regeneracion de tejido hepatico.

También se da a conocer un método para investigar el efecto de diferentes compuestos estrogénicos sobre la
regeneracion hepatica, en contraposicion a investigar un solo compuesto estrogénico. En general, este método
implica las etapas siguientes: (a) proporcionar un primer pez transgénico y un segundo pez transgénico de la
presente invencion, donde los peces transgénicos primero y segundo son adultos de la misma especie; (b) exponer
el primer pez transgénico a un primer medio liquido que incluye una primera disolucion de compuesto estrogénico de
prueba; (c) exponer el segundo pez transgénico a un segundo medio liquido que comprende una segunda disolucion
de compuesto estrogénico de prueba; (d) cuantificar la intensidad de cualquier marca observable presentada por el
primer pez transgénico y el segundo pez transgénico; (e) realizar una hepatectomia parcial en los peces
transgénicos primero y segundo, donde la hepatectomia parcial es eficaz para retirar una parte del higado de los
peces transgénicos primero y segundo; (f) repetir las etapas (b) a (d) de este método; y (g) analizar el higado de los
peces transgénicos primero y segundo para comparar los efectos de los compuestos estrogénicos contenidos en el
primer medio liquido y el segundo medio liquido sobre cualquier regeneracion de tejido hepatico.

Breve descripcion de los dibujos
El archivo de patente o solicitud contiene los dibujos siguientes:

La figura 1 representa la actividad promotora relativa de diferentes longitudes de la regién en el sentido de 5’ de
omChgH representada por la frecuencia de una larva positiva para GFP derivada de embriones a los que se
inyectan secuencias de acido nucleico que incluyen el promotor de omChgH-EGFP (proteina de fluorescencia verde
potenciada) en respuesta a 17p-estradiol.

La figura 2 representa los efectos de la sefial de poliadenilacion de ARNm de diferentes genes sobre la actividad
promotora relativa del promotor de omChgH-EGFP de acido nucleico representada por la frecuencia de larva
positiva para GFP derivada de embriones a los que se inyecta acido nucleico que comprende el promotor de
omChgH-EGFP (proteina de fluorescencia verde potenciada) flanqueado por region flanqueante en 3’ de olChgH,
SV40 o omChgH en respuesta a 173-estradiol.

Las figuras 3A-3G representan la expresion natural e inducida del transgén GFP en pez transgénico producida por la
introduccion de una secuencia de acido nucleico que incluye el promotor del transgén de omChgH-EGFP. La
expresion de GFP esta restringida exclusivamente al higado del pez hembra adulto (figura 3C), pero no al embrién
(figura 3A), la larva (figura 3B) ni el pez macho (figura 3D). Las figuras 3E-3G muestran que la expresion del
transgén GFP también puede inducirse en el higado del embridn, la larva y el pez macho por 173-estradiol.

La figura 4 representa un diagrama de flujo de una realizacién del uso de larvas de pez transgénico de la presente
invencion para analizar la actividad similar a estrogenos de una disolucion de prueba.

La figura 5 representa la sensibilidad a estrégenos de larvas de pez transgénico de diversos dias tras la
fecundacion.
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La figura 6 es un grafico que muestra que el pH oscila entre 5 y 9 no afecta a la respuesta de larvas de pez
transgénico a 173- estradiol.

La figura 7 es un grafico que muestra que la salinidad que oscila entre 0 y 35 ppt no afecta a la respuesta de larvas
de pez transgénico a 17B-estradiol.

La figura 8 representa un aumento de periodo de tiempo de la intensidad de sefial de GFP en larvas transgénicas en
respuesta a estrégenos.

La figura 9 representa una respuesta a la dosis de larvas de pez transgénico a 173-estradiol.

La figura 10 representa la respuesta a la dosis de larvas de pez transgénico a la hormona sintética 17a-
etinilestradiol.

La figura 11 representa la sefial de GFP en higado inducida por los fitoestrogenos genisteina, genistina, daidzeina y
daidzina por separado y su combinacion extraidos de leche de soja.

La figura 12 representa la sefial de GFP en higado inducida por los filtros UV BP-3 y 4-MBC por separado y en
combinacién. Larvas de pez transgénico de una realizacion de la presente invencion se exponen a 4-MBC (5 uM),
HMS (5 uM) y la combinacion de estos dos compuestos mezclados a la mitad de sus concentraciones (2,5 uM). La
sefial de GFP inducida por su mezcla es significativamente mayor que la de estos dos compuestos.

La figura 13 representa la sefial de GFP en higado inducida por 17B-estradiol solo o en combinacién con filtros UV
B-MDM, OMC u OD-PABA.

La figura 14 muestra que la sefial de GFP en higado inducida por 17p-estradiol puede aumentarse por HMS de
manera dependiente de la dosis.

La figura 15 muestra que la sefial de GFP en higado inducida por 17p-estradiol puede disminuirse por el almizcle
policiclico AHTN.

Descripcion detallada de la invenciéon

En un aspecto, la presente invencion se refiere a un pez medaka de agua salobre transgénico de la especie Oryzias
melastigma que contiene un casete de expresion que incluye una secuencia de nucledtidos reguladora en 5’ que
responde a estrogenos aislada de un pez medaka, donde la secuencia de nucleétidos reguladora en 5 que
responde a estrégenos esta unida operativamente en 5’ a una secuencia de nucleétidos indicadora, y una region
reguladora en 3’ unida operativamente en 3’ a la secuencia de nucleétidos indicadora, en el que la secuencia de
nucledtidos reguladora en 5’ que responde a estrégenos se selecciona del grupo que consiste en SEQ ID NO: 2,
SEQ ID NO: 3y SEQ ID NO: 4; y la regién reguladora en 3’ comprende la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO:
5. Cuando el pez transgénico se expone a un medio liquido que contiene estrogenos o un compuesto similar a
estrogenos, la secuencia de nucleédtidos indicadora expresa una proteina indicadora correspondiente que puede
detectarse in vivo o in vitro. El pez transgénico de la presente invencion es util para una variedad de aplicaciones,
incluyendo, sin limitacion, para su uso en la deteccién de compuestos estrogénicos y compuestos antiestrogénicos,
la monitorizacién de actividad similar a estrégenos en el entorno, y la elucidacién de la regeneracion hepatica.

El pez transgénico de la presente invencion es de la especie Oryzias melastigma (nombre alternativo Oryzias
dancena) (medaka marina o de agua salobre).

Con respecto al pez medaka de agua salobre (Oryzias melastigma), esta especie es una de muchas especies de
medaka identificadas como pertenecientes al género Oryzias (exponiéndose algunas especies anteriormente en el
presente documento). El pez medaka de agua salobre es natural de aguas costeras y aguas dulces en Pakistan,
India, Birmania y Tailandia (K. Naruse, Fish Biol. L. Medaka 8:1-9 (1996)), y se desarrolla en aguas de salinidad
variable que oscila entre 0 partes por mil (ppt) y hasta 35 ppt. Adicionalmente, este pez medaka de agua salobre
tiene varias ventajas para el desarrollo transgénico, incluyendo: (1) tamafio pequefio (2-3 cm para el pez adulto); (2)
tiempo de generacion relativamente corto (2-3 meses); (3) sexo dimoérfico (por ejemplo, las hembras tienen una
superficie distal plana de la aleta anal, mientras que la de los machos es convexa debido a radios de la aleta mas
largos separados); (4) alta capacidad prolifica para reproducirse; (5) huevos y larvas translucidos (hasta 15 dias tras
la fecundacion), lo que facilita la colocacion de las agujas de microinyeccion de ADN y la observacion de los érganos
internos; y (6) puede adaptarse a diversas técnicas transgénicas usadas para producir peces transgénicos de ofra
especie Oryzias (por ejemplo, Oryzias latipes).

En cuanto a la capacidad altamente prolifica del pez medaka de agua salobre para reproducirse, el desove de este
pez puede inducirse a lo largo de todo el afio, y cada par de peces hembra y macho puede producir 20-30 huevos
diariamente durante hasta varios meses en condiciones mantenidas de interior (por ejemplo, 28 + 1°C con un ciclo
de luz constante de 14 h de luz/8 h de oscuridad y alimentado con alimento en copos libre de hormonas comercial y
artemias (Artemia salina)). Los huevos eclosionan habitualmente en de 11 a 15 dias a 28 + 1°C.
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Oryzias latipes se ha usado para producir peces transgénicos que portan una variedad de transgenes (por ejemplo,
K. Ozato et al., Cel Differ. 19:237-244 (1986); K. Inoue et al., Cel Difer. Dev. 27(1):57-68 (1989); E. Tamiya et al.,
Nucleic Acids res 18:1072 (1990); K. Inoue et al., Cel Differ. Dev. 29(2):123-128 (1990); J. Lu et al., Mol. Marine Biol.
and Biotechnol. 1(4/5):366-375 (1992); H. J. Tsai et al., Mol. Mar. Biol. Biotechnol. 4(1):1-9 (1995); R. N. Winn et al.,
Marine Env. Res. 40(3):247-265 (1995)). Los estudios han mostrado que las dos especies de medaka de Oryzias
melastigma y Oryzias latipes comparten alta similitud morfoldgica, fisioldgica y genémica, y que es facil adaptar la
técnica transgénica de Oryzias latipes a la medaka de agua salobre Oryzias melastigma (X. Chen et al., Ectoxicol.
Environ. Saf. 71:200-208 (2008); X. Chen et al., Comp. Biochem. Physiol. C. Toxicol. Pharmacol. 149:647-655
(2009)).

En una realizacion, el pez transgénico de la presente invencién se modifica mediante ingenieria genética para
contener una o mas copias de una secuencia de acido nucleico linealizada que contiene la regiéon promotora de un
gen diana de estrégenos, que esta ligada operativamente a la region codificante de un gen indicador (por ejemplo,
un gen de proteina de fluorescencia), y luego flanqueada por una secuencia de terminacion (por ejemplo, una
secuencia de sefial de poliadenilacion de ARNm). La secuencia de la region promotora y la secuencia de
terminacion pueden originarse a partir del mismo gen diana de estrogenos, aunque la presente invencién no requiere
que tengan el mismo origen.

Una region promotora adecuada se deriva de un gen dependiente de estrogenos. En una realizacién, un gen
dependiente de estrégenos particular dado a conocer puede incluir, sin limitacion, los genes de coriogenina H de
Oryzias melastigma (abreviandose el gen de “omChgH”) y Oryzias latipes (abreviandose el gen de “o0lChgH”).

El gen de omChgH de Oryzias melastigma se ha caracterizado como altamente sensible a estrégenos y sustancias
similares a estrégenos. La secuencia codificante completa del gen de omChgH de Oryzias melastigma se ha
determinado y se ha depositado como el n.° de registro de GenBank. EF392365. Tal como se usa en el presente
documento, la secuencia codificante del gen de omChgH corresponde a SEQ ID NO: 1, tal como sigue:

1 gaattcacta gtgattacta tagggcacgc gtggtcgacg gcccgggctg gtatcgtgag
61 ccatgtatcg cgtatcgtat cgtatcgtga ggtacccagt gattcccagc cctaataatt
121 atggctaaat actatatatg tagaaatcta actgttgtta aaaaagccag agttttttta
181 atcttcacaa agaaattgtt ttgcaaatta atgaaaatcc aatgcaaaaqg ctgttaggac
241 agtcgaagcc tggacttgtt tggcatcata ttttattatt attattatga ttcctttett
301 Ltgttaccce ctggcaagtt catatcaatt attctgtaat tctcggtatt ggatcattta
361 ttctttatat gtgctacatt ttgacaaaaa aaaatcgata ttatgaacat tataccttta
421 caaatctgtt ttacacatct cctgatttta caaagaaaat attatactaa ttaaactaaa
481 tgtagtgata aagctccaaa tttatttggt ttattttccc aaatccatca ttatttacaa
541 tatttcattt tgtccaaaca caaaaataaa gtttcacaac tagatagatt atcatgattt
601 tacctctgtt tttttttttt caattttttt cctataataa ctacccaggc gtttatcttg
661 aaaaattagt tattgttctg tgttctgttc tacataagag gattaaggcce atggaggaat
721 taaacgggta tggataattc taagtttaaa gtcagaattc tgactttttt ttcctcggaa
781 ttctgacttt tttcccagaa ttctggectt ttatatattt tttagaaaga tttagaaaca
841 tattaaattt cttactgcta catttcatct cgtacctcca aaacccaaca tattttgtcet
901 ataaaggttg agcttaaaaa tatatatttt ttcaattaaa agaaaataac tgaaaaactg
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gaatttaatc
cgtcttaggyg
gtatgaagtg
tggcagcaag
gtttccttta
tgtagttgaa
tgaactactg
agatatggtt
tatgcttttyg
tattaaggcc
ttacactttg
aaaaaaccat
tattccacct
catgaatgca
ctttccctaa
gaccttatca
tgttacttat
acatctcttt
ttataacgat
ttgcccttat
tcatcggatg
taagaaagta
tttctttatt
atttttcaaa
aaaaactttt
tttaagttta
ttcaaaagtt
cgctttgtet
ggaagtttcc
gtcaaataaa
taaacatatg
gacctagagt
tgatccaaca
tgggtcataa
acctttttaa
agtttgtttt
aaactactaa
catgtagtca
catttaaaat
aaaaatagta
acaacacttt
tttttttttt
aactttacac
attgcactta
taccagagtt
tctgagaaac
tttaattttt
tctgaattca
ttgectttttt
aagaaaatgg
agttacctca
atccatccat
gaaaagccaa
aggaccagct
agacttaatg
gcatggggaa
ttacagctta
ttgccacaaa
tgatttaaaa
catgatttaa
ctaaaaaata
agccatcagc
ccattacaca

ttaaaactac
ccacaaggta
atctttataa
ttgtggcgaa
aaacaattag
aagtgtgcta
cattaactag
atttaaaaaa
tctgtattgc
ttgagggtat
aaaatcacca
caaagcaagc
gagtctagat
agtccaaagc
aatttattat
cctaattttg
tatctcatga
aatcacacat
ttaagttaca
aaacagttac
ctatgtcatg
acagaaaaat
ttatttattt
caatcttttt
agagtttgaa
caaatagatt
tcecttetgga
ggatcaatta
tttattgtgt
gtgacacagt
acaatgaata
ttgatttgta
gcgttacccc
tcatcaaaat
acacctcaaa
gaaaatgatc
ccatgaacat
tattttgagt
taagaaaatt
ttataatata
atcaactgag
tttatttttt
attaattttc
tttttactge
aaggctagag
tatgagtctc
acttaaataa
tttaattatt
taaatgctaa
ttttttttac
ggggaaaagc
gttecttaacc
gcaagaacat
tactgtgagg
caatatattg
aacatacaaa
ctgtaattaa
aagtacatga
cactaaaaaa
aaaaaaaaag
cattagattg
tgcacatgca
atttaactgt
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caagaagtta
cttagccecttt
atcagtcaaa
aatcctttat
cagtctaatc
tttttgtaat
cttgcaatac
atgcgtttac
ctttttgaca
catgtctgtg
tttgaaacca
taattgaatg
gattctaaca
aagataaatg
tggtcataat
cagtaaagag
aatcctttgt
aattcaactg
gcaatgtgtt
atgtatgtaa
gacaaatagc
ttaatttaaa
aaatccaaaa
aaataaaatt
aaatgcgaat
taaaaaaaaa
aaagttaaac
aagcatagtt
atcctgecct
tggccagatc
aaagttgagg
gataaacccc
ttagctatca
gaattataat
attactggtt
ttaatattgc
ttttcagcat
ttttgaggtyg
caagctcaga
ttagaagact
aggtagcact
agctcttgcet
tgaagacctc
atcataatta
tttggtacac
ctttattatt
aacttttcaa
cgttaattga
ctttattaca
acttcattat
cagagtgcac
tgctaaatce
gccaagtcecca
tgagaccgct
tgttttgggg
cctcacacag
aaacagtaaa
tttaaaaaaa
tacataagat
gtatccgtac
ccaaaaaatg
ttttgggaaa
ttactttgaa

tctatttaat
gctgttattt
tatatttttt
aatcttcaaa
attttctata
tgtatttectt
ttttcgcatt
tcttaattgt
ttcagaagag
gtgtgactga
agttttgtct
ttgattggtt
gattgtttga
ctctttctct
attgataaat
agtcaactaa
actgttttgce
ttcataattc
ttattttttt
taggagtggc
tccactatat
aaaagttttt
aaagtcaaat
attaattaaa
ttaaagttgt
atggaaatct
tgttgttttyg
ttttcacatt
gagtaccagt
taaagtctcg
tcacatggac
tttatgtcaa
cagttcactt
ttctaagaaa
tcttttettt
agcggagtag
ttgtgtggtt
ctttttaaca
ttacactttt
ttcttctaca
gaaatatgtg
acctagaaac
atcataatcc
ccacatccac
tacgaccgat
cctctatcaa
cattaaacaa
ttttctacac
ttttctgatt
gtcectgtttg
cctgaacatt
cttattaagc
cgcaaaaggg
aactactgca
aagaagctgg
caaggatcac
aaaaaaaaaa
ggtttctgtc
tgcccccaaa
gtatttttag
caattataaa
aaaaggttgt
taaaaacaca

6

cattatgttt
acaaagacga
taaatgcact
ttacaagtat
atatgaaagt
tttatatatt
gtgtctctca
tgccttttgg
gatgcttctyg
atgattacat
cacaattgca
taatccaagt
ctgttgtcaa
tcaaatgatt
ctttgtttcyg
aaaattttct
cttggggttt
caaatatgtt
ctgtatttaa
ctgatattgc
ggtcaaacat
tttttttttt
cctttacttc
gcaaatattc
attattataa
gctatgtttc
tgacggtgtt
tgcggttttt
gacattagag
gatgttgtgt
attttgaaaa
actgtcatca
tgtaaatttyg
ttatagcatt
ttattatttc
cacgtattta
tagtttttgt
gctttcagaa
catattatct
caggactacc
cgctgcaagt
attgtaaaaa
atgatgttta
tctattaaat
ccacagttat
accagtggtyg
ttcaaatgtg
aattaatact
ggggctaaaa
gggttgctgg
gagaggtcac
atgattttgg
tccecaaccat
ccacagtgca
agagcctgga
atctgcctca
ctaaaaaaaa
tacatgttta
aaatgcaatt
atcttaattt
tatacatgtt
cttatagaaa
ttactgtgct

acattcaagt
caatttaagt
cattccecctt
gaacaatatt
tcatatctta
ttgcatttag
taaaaaatat
agtaaaattt
tatgacggcg
tgatgctgtt
tcaaacagaa
cattacagtt
aatgatccta
tgacattaat
tgatgcatga
gacactcttt
ttattgacta
ttagcttttg
ctgaactatg
cacacacccc
aagtataact
gtcttttcca
tcggcacata
attcacaaaa
tcaatattga
cttgacagcc
tttttttaaa
cacggagaga
cctgtaacgt
tctggtcaaa
gggcttttat
aacacaaccc
tcacaaaaaa
tagatattgc
tttagtttta
actaaaatta
gacatgtttg
gcagtttaac
tagtttgtga
tgaggtttaa
tatttaattyg
aaattactga
acgggtttga
tctattccaa
gcaacgtaat
aaggaagtat
tgtgegtectyg
tgcatatgtt
atcaactgga
agcctgtecyg
acacagacac
actgtctgaa
gctttcaacc
gcccatattt
gggaaccagt
gtatgtattt
aaacatcaaa
catcttaatt
ataaaaagca
ggcttaaaca
ttttaataaa
aagtccacat
gctttattat



4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161
5221
5281
5341
5401
5461
5521
5581
5641
5701
5761
5821
5881
5941
6001
6061
6121
6181
6241
6301
6361
6421
6481
6541
6601
6661
6721
6781
6641
6901
6961
7021
7081
7141
7201
7261
7321
7381
7441
7501
7561
7621
7681
7741
7801
7861
7921
7981
8041
8101
8161
8221
8281
8341
8401

tgctectcecact
ggatatctaa
gctaacatta
ttaatgttca
gcgacacata
ataacacaaa
gaggaatgag
ataaatatac
aatgcagaaa
acatcatcct
gttttgttgc
acatttgagg
atgtcacaaa
ggacagaata
ttgtgattgg
acataaatag
gggaccatgg
ttcetggega
cctccatact
ccagggaagc
tatcctcaga
cagaccccte
cctcagtatc
actcctcagt
ccgtcaaagc
cccecagcetge
gctceccecage
caagctcctc
cccecaggcete
cagcecccagg
cagtctccectce
cctceecetg
gacatctctc
tttggaacag
acggctgatc
aggacggaca
aaactatttc
tcgecatcta
ttgtttatat
ttttgaacca
catatgaagt
tcatcatttg
taaacagaat
cagataccat
tctttccatt
tcagacaaag
tcaaacattt
tacacctcectt
tatgtggacg
tgttgggcaa
gggtaaaaaa
ctccaaatct
ttaccttttt
caatcgattc
tgtttacctt
tactcaagta
ctgcagcaca
aagaagtagg
gtccactcat
tatccattag
ccgaagctge
aacataacat

ctatggggtt
cagtatgtca
gattgtttct
ttaagtgcta
tttgactata
aatgtacata
ccttttcttt
agtatatggc
atcatgctta
aataacctca
agattcaggg
acagataagt
agcctttcat
gtccacatga
gagctacttg
agcaggagag
caaggcactg
cccaagtgga
atccacagcc
cgcagtatcc
ccccectcagta
agtatcctca
ctcagactcc
atcctcagaa
ctagctatcc
ctcaggcccc
tgcctecagge
agcagcctca
cccagtaccce
ctceccecagta
agtaccctca
ttaagagctg
cttctgcatg
gaggtaagtyg
gtgcaatcgt
cttcatcgtt
acttttggga
ctactttecce
cttatagtca
ttaaaaggaa
tggagttgga
tgtttagtat
catgcacagt
gcaacatctg
gctgagcttyg
ggctgcgacyg
gaaaaagctg
tctacacgga
ttcaaatcct
ccacaagccc
aaaaaaatct
cacacttttt
tccatccaga
ctcctetggt
tgttgatcct
gaggtttaac
gctgcatgcyg
gggctcattt
cattggccat
aacggatgaa
tggacagtct
tatgaaaatc
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caaactaatg
acagactgaa
gtcatggaaa
aggtttttag
atggtcttct
acttttcatt
actacgtcga
ctgattaaaa
gcacaaccag
tataaaaggt
aaaagatcac
tcgagactgce
tcattccaac
attacataaa
gtttgagagg
ggaaatttac
gagtattacg
Cgctcagaaa
gaagccgcag
agggaagcca
tcctcagacce
gacccctcag
tcagtccect
tcctaaggtyg
tcagcctcag
ccagtaccca
ccccecagtac
ggcccccececag
aactaagcct
cccaacaaaa
agatcctaaa
tgaggtgccc
cgatgccatt
gtttctccag
cgatcccatc
gtggtggcca
ccgggtcaag
gtcactcagt
taaggtcaat
gagccegggyg
ccgecttggag
caaacagatt
gtattaacac
ttgaaactct
gacccctcaa
aaggtcagtg
cctgtegtaa
tgccgactat
tggcagaaca
caatgctttc
accaattcat
agccgaatta
tgtccatatg
ttgccattcc
cattcaatgg
ttggcttcta
ttccaggaca
ataaccgttc
gttttgtgtce
agaaaggttg
taactgtgaa
tgtttcatca

tgtatttgtc
agggcaaaag
atgcatgaaa
gattcttgaa
gttatttcat
tactcgagac
aatataaaat
aaaagaaaaa
agcattcgcce
tttttttgac
tttgtttgtc
aaagaccctg
gcaacgacct
attgacttaa
tggagtttga
acttagggac
gttttttcceg
ggccceecte
gaccctcaac
cagtatccag
cctcagcagce
cagccgecaga
cagtatcctc
tatggtgatg
gccecececagt
actaagcctc
ccaactaagc
tacccaacta
caagctecctce
cctcagcage
aatccaaatc
cgcgatgtga
gactgctgtc
ctgctatgat
tatttcttct
aggatgtcac
aatgtggagc
gcggecactca
ctttgagatt
ttatagtcta
ctattaccag
tactaatgtc
agttecttttt
ggtcgtggaa
tgtgtacttg
cacggcagtc
cgtttgtttyg
cctgtgacca
gatccaaatc
agtctgcccc
tccataaaga
ctaaatatct
aagatgatcg
caactcatca
aaccactaag
acctgtactt
gggtaccagt
acatgttttt
tttttgtaga
tggtatcgtc
ccgacagaag
tggttcagaa

7

atttttgtgce
aggtaattac
acatactgca
atcctcaaat
tcatttatgt
ctattagtta
ttctgagaca
aacttttcaa
aacatataca
caaaatgtgt
attgcctact
aaaaggtctc
gatctggcat
caaaacacac
agagcatcaa
ccatcgggtc
cactagctct
aagaccctaa
acgtttcacc
ggaagccgca
cgcagagtcc
gtcctcagta
agtcccctca
acagttctaa
acccatctaa
aagctcccca
ctcaagctcc
agcctcaagc
agtaccctca
cccagtacce
ctcagaatcc
gagtcccatg
atgatggcca
cagaggcttt
agcaaccgtt
cttaccccat
tgttgactct
tgtcacggta
ctatccttcet
tgaaaaccgg
agacagctct
taactaatat
ctcaggctcce
gtgctgccag
caaattgcca
tggcacagcc
ctceccacagt
aagtactgag
tggttctgac
agtgggacat
ccatttttgt
aaccaaccat
ctacctgtct
cagacgcttc
ggaaaaggtg
ttctttcagg
tgtgaaccct
tttgttgttyg
aggaagagat
tggagaagtyg
ctccagagtt
ttaaatgcat

tttgtttagt
ttcctaaaca
acaatttatt
tgatatgtta
aacaaaaaca
aaaaaatgtg
taaatcaatt
ctgattttgt
tttgatgtgg
acaatatgag
atcaaaacaa
catgacctgg
ttcacgcaaa
cctgaagcgt
aggtaaagac
agacagctgt
gatatgttct
ggttccatac
gccttacaac
gagtccacag
acagtatcct
tcctecagtcee
gtatcctcag
gccttcaact
gcctcaagct
gctgcctcaa
tcagtatcct
tcctecagecag
agctcctcag
aacaaagcct
tcctetteat
tggagttcca
agcctgctac
ttgtaaggtyg
cagtgcacca
ctcgatcttg
aattcagctt
acactcagtc
tattgttaaa
atgacatcct
tttgagtagg
ctatcagggg
Ccttcecagtg
tggatagtcc
atggagtatg
agtgtgtttg
ggcggcagcece
agaaccagtc
tcttggacgce
tttgattgac
tcaaactaag
tacttcttct
gcgttggttc
ttattcaaga
ggtactgaat
Cgtacattca
catgcagcag
taatgaccat
actgacgctg
ctcatggtgg
cggaaaaaat
aaagt
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La secuencia de nucledtidos reguladora en 5’ que responde a estrogenos dada a conocer en ella puede incluir, sin
limitacién, cualquier secuencia de la region promotora del gen de omChgH de SEQ ID NO: 1.

En una realizacién, una secuencia de nucleétidos reguladora en 5’ que responde a estrogenos adecuada de la
presente invencion comprende una secuencia de nucleétidos que corresponde a SEQ ID NO: 2, tal como sigue:

ctegtacctce
ttttcaatta
tatctattta
ttgctgttat
aatatatttt
ataatcttca
tcattttcta
attgtatttc
acttttcgca
actcttaatt
cattcagaag
tggtgtgact
caagttttgt
tgttgattgg
cagattgttt
tgctctttct
atattgataa
agagtcaact
gtactgtttt
tgttcataat
ttttattttt
aataggagtg
gctccactat
aaaaaagttt
aaaaagtcaa
ttattaatta
atttaaagtt
aaatggaaat
actgttgttt
ttttttcaca
ctgagtacca
tctaaagtct
ggtcacatgg
cctttatgtc
cacagttcac
atttctaaga
tttcttttet
gcagcggagt
atttgtgtgg
tgctttttaa
gattacactt
ctttcttcta
ctgaaatatg
ctacctagaa
tcatcataat
taccacatce
actacgaccg
ttecctetate
aacattaaac
gattttctac
cattttctga

caaaacccaa
aaagaaaata
atcattatgt
ttacaaagac
tttaaatgca
aattacaagt
taatatgaaa
tttttatata
ttgtgtctcect
gttgcctttt
aggatgcttc
gaatgattac
ctcacaattg
tttaatccaa
gactgttgtc
cttcaaatga
atctttgttt
aaaaaatttt
gcettggggt
tccaaatatg
ttctgtattt
gcctgatatt
atggtcaaac
LttttLttet
atcctttact
aagcaaatat
gtattattat
ctgctatgtt
tgtgacggtg
tttgcggttt
gtgacattag
cggatgttgt
acattttgaa
aaactgtcat
tttgtaaatt
aattatagca
ttttattatt
agcacgtatt
tttagttttt
cagctttcag
ttcatattat
cacaggacta
tgcgctgcaa
acattgtaaa
ccatgatgtt
actctattaa
atccacagtt
aaaccagtgg
aattcaaatg
acaattaata
ttggggctaa

catattttgt
actgaaaaac
ttacattcaa
gacaatttaa
ctcattccce
atgaacaata
gttcatatct
ttttgcattt
cataaaaaat
ggagtaaaat
tgtatgacgg
attgatgctyg
catcaaacag
gtcattacag
aaaatgatcc
tttgacatta
cgtgatgcat
ctgacactct
ttttattgac
Ltttagcttt
aactgaacta
gccacacacc
ataagtataa
ttgtcttttce
tctcggcaca
tcattcacaa
aatcaatatt
tcecttgacag
ttttttttta
ttcacggaga
agcctgtaac
gttctggtca
aagggctttt
caaacacaac
tgtcacaaaa
tttagatatt
tctttagttt
taactaaaat
gtgacatgtt
aagcagttta
cttagtttgt
cctgaggttt
gttatttaat
aaaaattact
taacgggttt
attctattcc
atgcaacgta
tgaaggaagt
tgtgtgcgtc
cttgcatatg
aaatcaactg

ctataaaggt
tggaatttaa
gtcgtcttag
gtgtatgaag
tttggcagca
ttgtttcectt
tatgtagttg
agtgaactac
atagatatgg
tttatgcttt
cgtattaagg
ttttacactt
aaaaaaaacc
tttattccac
tacatgaatg
atctttccct
gagaccttat
tttgttactt
taacatctct
tgttataacg
tgttgcccectt
cctcatcgga
cttaagaaag
catttcttta
taatttttca
aaaaaaactt
gatttaagtt
ccttcaaaag
aacgctttgt
gaggaagttt
gtgtcaaata
aataaacata
atgacctaga
cctgatccaa
aatgggtcat
gcaccttttt
taagtttgtt
taaaactact
tgcatgtagt
accatttaaa
gaaaaaatag
aaacaacact
tgtttttttt
gaaactttac
gaattgcact
aataccagag
attctgagaa
attttaattt
tgtctgaatt
ttttgctttt
gaaagaaaat

tgagcttaaa
tcttaaaact
ggccacaadgg
tgatctttat
agttgtggcg
taaaacaatt
aaaagtgtgc
tgcattaact
ttatttaaaa
tgtctgtatt
ccttgagggt
tgaaaatcac
atcaaagcaa
ctgagtctag
caagtccaaa
aaaatttatt
cacctaattt
attatctcat
ttaatcacac
atttaagtta
ataaacagtt
tgctatgtca
taacagaaaa
ttttatttat
aacaatcttt
ttagagtttg
tacaaataga
tttccttetg
ctggatcaat
cctttattgt
aagtgacaca
tgacaatgaa
gtttgatttg
cagcgttacc
aatcatcaaa
aaacacctca
ttgaaaatga
aaccatgaac
catattttga
attaagaaaa
tattataata
ttatcaactg
tttttatttt
acattaattt
tatttttact
ttaaggctag
actatgagtc
ttacttaaat
catttaatta
tttaaatgcect
ggtttttttt

aatatatatt
accaagaagt
tacttagcct
aaatcagtca
aaaatccttt
agcagtctaa
tatttttgta
agcttgcaat
aaatgcgttt
gcctttttga
atcatgtctg
catttgaaac
gctaattgaa
atgattctaa
gcaagataaa
attggtcata
tgcagtaaaqg
gaaatccttt
ataattcaac
cagcaatgtg
acatgtatgt
tggacaaata
atttaattta
ttaaatccaa
ttaaataaaa
aaaaatgcga
tttaaaaaaa
gaaaagttaa
taaagcatag
gtatcctgcce
gttggccaga
taaaagttga
tagataaacc
ccttagctat
atgaattata
aaattactgg
tcttaatatt
atttttcagc
gtttttgagg
ttcaagctca
tattagaaga
agaggtagca
ttagctcttg
tctgaagacc
gcatcataat
agtttggtac
tcectttatta
aaaacttttc
ttcgttaatt
aactttatta
acacttcatt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
15880
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
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atgtcctgtt tggggttgct ggagcctgtc cgagttacct caggggaaaa gccagagtgce 3120
accctgaaca ttgagaggtc acacacagac acatccatcc atgttcttaa cctgctaaat 3180
cccttattaa gcatgatttt ggactgtctg aagaaaagcc aagcaagaac atgccaagtc 3240
cacgcaaaag ggtcccaacc atgctttcaa ccaggaccag cttactgtga ggtgagaccg 3300
ctaactactg caccacagtg cagcccatat ttagacttaa tgcaatatat tgtgttttgg 3360
ggaagaagct ggagagcctg gagggaacca dgtgcatgggg aaaacataca aacctcacac 3420
agcaaggatc acatctgcct cagtatgtat ttttacagct tactgtaatt aaaaacagta 3480
aaaaaaaaaa aactaaaaaa aaaaacatca aattgccaca aaaagtacat gatttaaaaa 3540
aaggtttctg tctacatgtt tacatcttaa tttgatttaa aacactaaaa aatacataag 3600
attgccccca aaaaatgcaa ttataaaaag cacatgattt aaaaaaaaaa aggtatccgt 3660
acgtattttt agatcttaat ttggcttaaa cactaaaaaa tacattagat tgccaaaaaa 3720
tgcaattata aatatacatg ttttttaata aaagccatca gctgcacatg cattttggga 3780
aaaaaaggtt gtcttataga aaaagtccac atccattaca caatttaact gtttactttg 3840
aataaaaaca cattactgtg ctgctttatt attgctctca ctctatgggg ttcaaactaa 3900
tgtgtatttg tcatttttgt gctttgttta gtggatatct aacagtatgt caacagactg 3960
aaagggcaaa agaggtaatt acttcctaaa cagctaacat tagattgttt ctgtcatgga 4020
aaatgcatga aaacatactg caacaattta ttttaatgtt cattaagtgc taaggttttt 4080
aggattcttg aaatcctcaa attgatatgt tagcgacaca tatttgacta taatggtctt 4140
ctgttatttc attcatttat gtaacaaaaa caataacaca aaaatgtaca taacttttca 4200
tttactcgag acctattagt taaaaaaatg tggaggaatg agccttttct ttactacgtc 4260
gaaatataaa atttctgaga cataaatcaa ttataaatat acagtatatg gcctgattaa 4320
aaaaaagaaa aaaacttttc aactgatttt gtaatgcaga aaatcatgct tagcacaacc 4380
agagcattcg ccaacatata catttgatgt ggacatcatc ctaataacct catataaaag 4440
gttttttttg accaaaatgt gtacaatatg aggttttgtt gcagattcag ggaaaagatc 4500
actttgtttg tcattgccta ctatcaaaac aaacatttga ggacagataa gttcgagact 4560
gcaaagaccc tgaaaaggtc tccatgacct ggatgtcaca aaagcctttc attcattcca 4620
acgcaacgac ctgatctggc atttcacgca aaggacagaa tagtccacat gaattacata 4680
aaattgactt aacaaaacac accctgaagc gtttgtgatt gggagctact tggtttgaga 4740
ggtggagttt gaagagcatc aaaggtaaag acacataaat agagcaggag agggaaattt 4800
acacttaggg acccatcggg tcagacagct gtgggacc 4838

La secuencia de nucleétidos reguladora en 5’ que responde a estrégenos de SEQ ID NO: 2 corresponde a una
region de 4827 pares de bases en el sentido de 5’ del gen de omChgH de SEQ ID NO: 1. Los pares de bases 4828-
4838 de SEQ ID NO: 2 corresponden a una region no traducida en 5’ del gen de omChgH de SEQ ID NO: 1.

En una realizacién, una secuencia de nucleétidos reguladora en 5’ que responde a estrogenos adecuada de la

presente invencion comprende una secuencia de nucleétidos que corresponde a SEQ ID NO: 3, tal como sigue:

tttaggattc ttgaaatcct caaattgata tgttagcgac acatatttga ctataatggt 60
cttctgttat ttcattcatt tatgtaacaa aaacaataac acaaaaatgt acataacttt 120
tcatttactc gagacctatt agttaaaaaa atgtggagga atgagccttt tctttactac 180
gtcgaaatat aaaatttctg agacataaat caattataaa tatacagtat atggcctgat 240
taaaaaaaag aaaaaaactt ttcaactgat tttgtaatgc agaaaatcat gcttagcaca 300
accagagcat tcgccaacat atacatttga tgtggacatc atcctaataa cctcatataa 360
aaggtttttt ttgaccaaaa tgtgtacaat atgaggtttt gttgcagatt cagggaaaag 420
atcactttgt ttgtcattgc ctactatcaa aacaaacatt tgaggacaga taagttcgag 480
actgcaaaga ccctgaaaag gtctccatga cctggatgtc acaaaagcct ttcattcatt 540
ccaacgcaac gacctgatct ggcatttcac gcaaaggaca gaatagtcca catgaattac 600
ataaaattga cttaacaaaa cacaccctga agcgtttgtg attgggagct acttggtttg 660
agaggtggag tttgaagagc atcaaaggta aagacacata aatagagcag gagagggaaa 720
tttacactta gggacccatc gggtcagaca gctgtgggac c 761

La secuencia de nucleétidos reguladora en 5’ que responde a estrégenos de SEQ ID NO: 3 corresponde a una
region de 750 pares de bases en el sentido de 5" del gen de omChgH de SEQ ID NO: 1. Los pares de bases 751-
761 de SEQ ID NO: 3 corresponden a una regién no traducida en 5’ del gen de omChgH de SEQ ID NO: 1.

En una realizacién, una secuencia de nucleétidos reguladora en 5’ que responde a estrogenos adecuada de la
presente invencion comprende una secuencia de nucleétidos que corresponde a SEQ ID NO: 4, tal como sigue:
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gttgcagatt cagggaaaag atcactttgt ttgtcattgc ctactatcaa aacaaacatt 60
tgaggacaga taagttcgag actgcaaaga ccctgaaaag gtctccatga cctggatgte 120
acaaaagcct ttcattcatt ccaacgcaac gacctgatct ggcatttcac gcaaaggaca 180
gaatagtcca catgaattac ataaaattga cttaacaaaa cacaccctga agcgtttgtg 240
attgggagct acttggtttg agaggtggag tttgaagagc atcaaaggta aagacacata 300
aatagagcag gagagggaaa tttacactta gggacccatc gggtcagaca gctgtgggac 360
c 361

La secuencia de nucledtidos reguladora en 5’ que responde a estrégenos de SEQ ID NO: 4 corresponde a una
region de 350 pares de bases en el sentido de 5" del gen de omChgH de SEQ ID NO: 1. Los pares de bases 351-
361 de SEQ ID NO: 4 corresponden a una regién no traducida en 5’ del gen de omChgH de SEQ ID NO: 1.

La region reguladora en 3’ dada a conocer en ella puede incluir, sin limitacion, una region flanqueante en 3’ de
coriogenina H que incluye la region no traducida en 3’ de coriogenina H (representada como UTR). Segun la
invencion, una region reguladora en 3’ adecuada puede incluir la UTR en 3’ de omChgH depositada como el n.° de

registro de GenBank DQ778335, que corresponde a la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 5, tal como sigue:

ctgtgaaccg acagaagctc cagagttcgyg aaaaaataac ataacattat gaaaatctgt 60
ttcatcatgg ttcagaatta aatgcataaa gtgaaaaatc tgttgcaggt gtttggaatg 120
tattgcaaaa acaaaacaag ttgatacata aaggtagcaa catttcttca catttcatgt 180
aaaaaaaaaa aaaaagtttc ttcacatcag tatagcaggt gtgtagatac agttgacaaa 240
atacaacact tccaccttaa tattctatat ggatcaaatg tgactgtttt cagtgaaacg 300
tcacgacaat aaagtcacat aatacatttc acttttacac aaatttttac tgtctgtttc 360
tgttcttaaa catacaagca ctgaaaacag agatgaatcc agtataacca aacaactcaa 420
acgacaataa aaaaaacaaa aaaattgttt tattatttta aaatgtttaa aaaaagttca 480
atttttaaat caaagtaggt caaccatttt taatactgga tcaacaaaca aaaacaatta 540
acaaaaaaaa tcagagttaa tggaaggtaa acacacacat ccgtgaagac aaaaacacaa 600
gattattatt taaaaactga actagacagc ttacttctca gaaatctgcg actgtaagga 660
aaactgtttt ccttgttgct ttcaatttgt aaaattgaaa gatgtcaata aataatttac 720
cctcttgcat tttgaaaaca attgtacttt cttggaagaa tatttggcat aaatgcatgt 780
ttacatgtgg atgtcgggtt tttaagcacc tgctatggtg agcttgggec a 831

La practica de la presente invencion empleara, a menos que se indique otra cosa, técnicas convencionales de
quimica, biologia molecular, microbiologia, ADN recombinante e inmunologia, que estan dentro de las capacidades
de una persona experta habitual en la técnica. Tales técnicas se explican en la bibliografia. Véase, por ejemplo, J.
Sambrook, E. F. Fritsch y T. Maniatis, 1989, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Segunda Edicion, Libros 1-3,
Cold Spring Harbor Laboratory Press; Ausubel, F. M. et al. (1995 y suplementos periédicos) Current Protocols in
Molecular Biology, capitulos 9, 13 y 16, John Wiley & Sons, Nueva York, N.Y.); B. Roe, J. Crabtree, y A. Kahn, 1996,
DNA Isolation and Sequencing: Essential Techniques, John Wiley & Sons J. M. Polak y James O’'D. McGee, 1990, In
Situ Hybridization: Principles and Practice; Oxford University Press; M. J. Gait (Editor), 1984, Oligonucleotide
Synthesis: A Practical Approach , Irl Press; D. M. J. Lilley y J. E. Dahlberg, 1992, Methods of Enzymology: DNA
Structure Part A: Synthesis and Physical Analysis of DNA Methods in Enzymology, Academic Press; Using
Antibodies: A Laboratory Manual: Portable Protocol NO. | by Edward Harlow, David Lane, Ed Harlow (1999, Cold
Spring Harbor Laboratory Press, ISBN 0-87969-544-7); Antibodies: A Laboratory Manual by Ed Harlow (Editor),
David Lane (Editor) (1988, Cold Spring Harbor Laboratory Press, ISBN 0-87969-3,4-2), 1855. Handbook of Drug
Screening, editado por Ramakrishna Seetala, Prabhavathi B. Fernandes (2001, Nueva York, N.Y., Marcel Dekker,
ISBN 0-8247-0562-9); y Lab Ref: A Handbook or Recipes, Reagents, and Other Reference Tools for use at the
Bench, Edited Jane Roskams y Linda Rodgers, 2002, Cold Spring Harbor Laboratory, ISBN 0-87969-630-3.

El término “transformacioén” se refiere a la transferencia de un fragmento de acido nucleico al genoma de una célula
huésped, dando como resultado herencia genéticamente estable. Una “célula huésped” es una célula que se ha
transformado o en la que puede realizarse transformacion, por una molécula de acido nucleico exdgena. Las células
huésped que contienen los fragmentos de acido nucleico transformados se denominan células “transgénicas’, y los
organismos que comprenden células transgénicas se denominan “organismos transgénicos”.

» o« » o«

“Transformado”, “transducido”, “transgénico” y “recombinante” se refieren a una célula u organismo huésped en el
que se ha introducido una molécula de acido nucleico heterdloga. La molécula de acido nucleico puede integrarse de
manera estable en el genoma de manera conocida generalmente en la técnica y se da a conocer en Sambrook y
Russell, citado a continuacion. Véase también Innis et al. (1995); y Gelfand (1995); e Innis y Gelfand (1999). Por
ejemplo, se han obtenido células “transformadas”, “transformantes” y “transgénicas” a través del proceso de
transformacion y contienen un gen extrafo integrado en su cromosoma. El término “no transformadas” se refiere a
células normales que no se han obtenido a través del proceso de transformacion.

Un organismo “transgénico” es un organismo que tiene una o mas células que contienen un vector de expresion.
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“Células alteradas genéticamente” indica células que se han modificado mediante la introduccion de acidos
nucleicos recombinantes o heterélogos (por ejemplo, uno o mas constructos de ADN u homadlogos de ARN) e incluye
ademas la progenie de tales células que conservan parte o la totalidad de tal modificacion genética.

» oo«

Tal como se usa en el presente documento, se pretende que los términos “polinucledétido”, “nucleétido” y “acido
nucleico” sean sindnimos entre si. “Polinucleétido” se refiere en general a cualquier polirribonucledtido o
polidesoxirribonucleétido, que puede ser ARN o ADN no modificado o ARN o ADN modificado. Los “polinucleétidos”
incluyen, sin limitacion, ADN mono y bicatenario, ADN que es una mezcla de regiones mono y bicatenarias, ARN
mono y bicatenario, y ARN que es una mezcla de regiones mono y bicatenarias, moléculas hibridas que
comprenden ADN y ARN que pueden ser monocatenarias 0, mas normalmente, bicatenarias o una mezcla de
regiones mono y bicatenarias. Ademas, “polinucleétido” se refiere a regiones tricatenarias que comprenden ARN o
ADN o tanto ARN como ADN. El término polinucleétido también incluye ADN o ARN que contienen una o mas bases
modificadas y ADN o ARN con estructuras principales modificadas por motivos de estabilidad o por otros motivos.
Las bases “modificadas” incluyen, por ejemplo, bases tritiladas y bases inusuales como inosina. Puede obtenerse
una variedad de modificaciones para ADN y ARN; por tanto, “polinucleétido” engloba formas modificadas quimica,
enzimatica o metabdlicamente de polinucledétidos tal como se encuentran normalmente en la naturaleza, asi como
las formas quimicas de ADN y ARN caracteristicos de virus y células. “Polinucleétido” también engloba
polinucledtidos relativamente cortos, denominados a menudo oligonucleoétidos.

Un experto entendera que numerosos polinucleétidos y acidos nucleicos diferentes pueden codificar para el mismo
polipéptido como resultado de la degeneracion del codigo genético. Ademas, ha de entenderse que los expertos
pueden realizar, usando técnicas de rutina, sustituciones de nucleétidos que no afectan a la secuencia de
polipéptido codificada por los polinucleotidos descritos aqui para reflejar el uso de codén de cualquier organismo
huésped particular en el que van a expresarse los polipéptidos.

Los polinucledtidos descritos en el presente documento pueden comprender ADN o ARN. Pueden ser
monocatenarios o bicatenarios. También pueden ser polinucledtidos que incluyen dentro de ellos nucledtidos
sintéticos o modificados. Se conocen en la técnica varios tipos diferentes de modificacion en oligonucleétidos. Estos
incluyen estructuras principales de metilfosfonato y fosforotioato, adicion de cadenas de acridina o polilisina en los
extremos 3’ y/o 5’ de la molécula. Para los fines de la presente invencion, ha de entenderse que los polinucledétidos
descritos en el presente documento pueden modificarse mediante cualquier método disponible en la técnica. Tales
modificaciones pueden llevarse a cabo con el fin de potenciar la actividad o la duracién in vivo de los polinucleétidos.

Cuando el polinucledtido es bicatenario, ambas cadenas del duplex, o bien individualmente o bien en combinacion,
quedan englobadas por los métodos y las composiciones descritos en el presente documento. Cuando el
polinucleétido es monocatenario, ha de entenderse que la secuencia complementaria de ese polinucleétido también
esta incluida.

» oo«

Los términos “variante”, “homdlogo” o “derivado” en relacién con una secuencia de nucleétidos incluyen cualquier
substitucion de, variacion de, modificacion de, reemplazo de, delecién de o adicion de uno (o mas) nucleétidos de o
a la secuencia.

Tal como se indicé anteriormente, con respecto a la identidad de secuencia, un “homdlogo” tiene una identidad de al
menos el 5%, una identidad de al menos el 10%, una identidad de al menos el 15%, una identidad de al menos el
20%, una identidad de al menos el 25%, una identidad de al menos el 30%, una identidad de al menos el 35%, una
identidad de al menos el 40%, una identidad de al menos el 45%, una identidad de al menos el 50%, una identidad
de al menos el 55%, una identidad de al menos el 60%, una identidad de al menos el 65%, una identidad de al
menos el 70%, una identidad de al menos el 75%, una identidad de al menos el 80%, una identidad de al menos el
85%, una identidad de al menos el 90% o una identidad de al menos el 95% con la secuencia relevante mostrada en
las listas de secuencias.

En particular, hay una identidad de al menos el 95%, mas particularmente una identidad de al menos el 96%, mas
particularmente una identidad de al menos el 97%, mas particularmente una identidad de al menos el 98%, mas
particularmente una identidad de al menos el 99%. Pueden realizarse comparaciones de homologia de nucleétidos
usando técnicas bien conocidas en la técnica. Un programa de comparacion de secuencias adecuado es el
programa GCG Wisconsin Bestfit, que se conoce en la técnica. La matriz de puntuacion por defecto tiene un valor de
coincidencia de 10 para cada nucleétido idéntico y de -9 para cada falta de coincidencia. La penalizacion por
creacion de hueco por defecto es de -50 y la penalizacion por extension de hueco por defecto es de -3 para cada
nucledtido. Se conocen en la técnica otros métodos diversos sobre como calcular la identidad de secuencia.

También se da a conocer el nucleétido regulador en 5’ que responde a estrégenos que tiene una identidad de
secuencia de al menos el 98,1% o mas con una secuencia que corresponde a SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3 0 SEQ
ID NO: 4. En particular, el nucleétido regulador en 5’ que responde a estrogenos tiene una identidad de secuencia
del 98,2% o mas, el 98,3% o mas, el 98,4% o mas, el 98,5% o mas, el 98,6% o mas, el 98,7% o mas, el 98,8% o
mas, el 98,9% o mas, el 99,0% o mas o el 99,1% o mas, el 99,2% o mas, el 99,3% o mas, el 99,4% o mas, el 99,5%
o mas, el 99,6% o mas, el 99,7% o mas, el 99,8% o mas, el 99,9% o mas con una secuencia que corresponde a
SEQID NO: 2, SEQ ID NO: 30 SEQ ID NO: 4.
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Puede emplearse la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) durante los procedimientos implicados en producir y
detectar el pez transgénico de la presente invencion. Los métodos conocidos de PCR incluyen, pero no se limitan a,
métodos que usan cebadores emparejados, cebadores anidados, cebadores especificos individuales, cebadores
degenerados, cebadores especificos de genes, cebadores especificos de vectores, cebadores con apareamiento
erroneo parcial, y similares.

En un aspecto, la presente invencion también se refiere a un casete de expresién para su uso en producir el pez
transgénico de la presente invencion tal como se definié anteriormente.

En una realizacion, el casete de expresion de la presente invencion incluye una secuencia de nucledtidos reguladora
en 5’ aislada de un pez medaka de agua salobre de la especie Oryzias melastigma. Por ejemplo, la secuencia de
nucledtidos reguladora en 5’ puede derivarse de la region promotora de un gen de coriogenina H de Oryzias
melastigma, donde el gen de coriogenina H tiene una secuencia de nucleotidos de SEQ ID NO: 1.

El casete de expresion de la presente invencion incluye una secuencia de nucledtidos reguladora en 5’ que se deriva
de la region promotora del gen de coriogenina H de Oryzias melastigma, donde la secuencia de nucledtidos
corresponde a (i) SEQ ID NO: 2 (que corresponde a la region en el sentido de 5 de omChgH de -4827 pb); (ii) SEQ
ID NO: 3 (que corresponde a la region en el sentido de 5° de omChgH de -750 pb); y (iii) SEQ ID NO: 4 (que
corresponde a la region en el sentido de 5 de omChgH de -350 pb).

En otra realizacion, la secuencia de nucleétidos indicadora del casete de expresion de la presente invencién codifica
para una proteina indicadora que es una proteina autofluorescente. Los ejemplos adecuados de proteinas
autofluorescentes pueden incluir, sin limitacion, una proteina fluorescente verde potenciada (EGFP), una proteina
fluorescente verde (GFP), una proteina fluorescente azul (BFP), una proteina fluorescente amarilla (YFP), una
proteina fluorescente roja (RFP), y similares.

El casete de expresion de la presente invencion incluye una region reguladora en 3’ que comprende la secuencia de
nucledtidos de SEQ ID NO: 5.

La presente invencion también se refiere a un vector de transformaciéon que contiene el casete de expresion de la
presente invencion.

La presente invencién también se refiere a una célula huésped transducida con el casete de expresion de la
presente invencion.

La presente invencion también se refiere a una célula transgénica de un animal acuatico, donde la célula transgénica
incluye al menos un casete de expresion de la presente invencion. Tal como se expone en el presente documento, la
célula transgénica puede proceder de un animal acuatico que es un pez de agua dulce, de agua salada y de agua
salobre. Los ejemplos adecuados de un pez de este tipo se dan a conocer en el presente documento e incluyen, por
ejemplo, la especie Oryzias y la especie Danio.

La presente invencion también se refiere a un pez transgénico que contiene al menos un casete de expresion de la
presente invencion. El pez transgénico de la presente invencion presenta una marca observable cuando se expone a
un medio liquido que contiene un estrégeno o un compuesto similar a estrégeno. La marca observable incluye la
proteina indicadora expresada por el al menos un casete de expresion. La marca observable es visible in vivo o in
vitro. El pez transgénico es de la especie Oryzias melastigma. En una realizacion particular, el pez transgénico esta
en una fase de desarrollo que incluye, sin limitacion, una fase embrionaria, una fase larvaria y/o una fase adulta.
Mas particularmente, el pez transgénico puede ser un adulto macho.

El “casete de expresiéon” de la presente invencién también puede denominarse un “constructo recombinante.” Se
conoce en general en la técnica que los constructos recombinantes contienen una secuencia de control de la
expresion (por ejemplo, la secuencia de nucleétidos reguladora en 5 que responde a estrogenos), que esta unida
operativamente a una secuencia indicadora. Esto significa que un polinucleétido que comprende una secuencia de
control de la expresion de interés se clona en un constructo recombinante, de manera que la secuencia de control de
la expresion esta unida operativamente a una secuencia indicadora. En particular, el indicador es una secuencia
heterdloga.

Los métodos para obtener los constructos recombinantes son convencionales. Tales métodos, asi como muchos de
otros métodos de biologia molecular usados conjuntamente con la presente invencién, se comentan, por ejemplo, en
Sambrook, et al. (1989), Molecular Cloning, a Laboratory Manual, Cold Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor, N.Y.; Ausubel et al. (1995). Current Protocols in Molecular Biology, N.Y., John Wiley & Sons Davis et al.
(1986), Basic Methods in Molecular Biology, Elseveir Sciences Publishing,, Inc., Nueva York; Hames et al. (1985),
Nucleic Acid Hybridization, IL Press; Dracopoli et al. Current Protocols in Human Genetics, John Wiley & Sons, Inc.;
y Coligan et al. Current Protocols in Protein Science, John Wiley & Sons, Inc.

Las secuencias indicadoras adecuadas seran evidentes para los expertos en la técnica. Por ejemplo, una proteina
indicadora adecuada puede incluir proteinas autofluorescentes y enzimas detectables mediante un método
histoquimico.
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Tal como se indica en otra parte en el presente documento, la proteina fluorescente puede incluir, sin limitaciéon, una
proteina fluorescente verde (GFP), una proteina fluorescente verde potenciada (EGFP), una proteina fluorescente
roja (CFP y FP roja, RFP), una proteina fluorescente azul (BFP), una proteina fluorescente amarilla (YFP) y
variantes fluorescentes de estas proteinas. El gen fluorescente heterélogo puede ser, por ejemplo, un gen que
codifica para DsRed2, ZsGreen1 y ZsYellow1. El gen fluorescente heterélogo también puede ser cualquier variacion
o mutacion de estos genes, que codifican para proteinas fluorescentes incluyendo proteina fluorescente verde
(GFP), proteina fluorescente verde potenciada (eGFP), proteina fluorescente amarilla (YFP), proteina fluorescente
amarilla potenciada (eYFP), proteina fluorescente azul (BFP), proteina fluorescente azul potenciada (eBFP),
proteina fluorescente cian (CFP) y proteina fluorescente cian potenciada (eCFP).

Segun ofra realizacion, la enzima que puede detectarse mediante un método histoquimico se elige del grupo
compuesto por luciferasa, pB-galactosidasa, B-glucuronidasa, fosfatasa alcalina, cloramfenicol acetiltransferasa y
alcohol deshidrogenasa. Segun una realizacion particular, es luciferasa. Se pretende que el término “luciferasa”
indique todas las proteinas que catalizan o inician una reaccién bioluminiscente en presencia de un sustrato
denominado luciferina. La luciferasa segun la invencién puede proceder de muchos organismos o sistemas que
generan bioluminiscencia (véase la patente estadounidense n.° 6.152.358). Por ejemplo, la luciferasa segun la
invencion puede proceder de Renilla (patente estadounidense n.° 5.418.155 y patente estadounidense n.°
5.292.658) o de Photinus pyralis o de Luciola cruciata (patente estadounidense n.° 4.968.613).

Las técnicas para detectar indicadores de proteina, o bien directamente (por ejemplo, midiendo la cantidad de
ARNm de indicador) o bien indirectamente (por ejemplo midiendo la cantidad y/o la actividad de la proteina
indicadora) son convencionales. Muchas de estas metodologias y técnica analiticas pueden encontrarse en
referencias tales como Current Protocols in Molecular Biology, F. M. Ausubel et al., eds., (una empresa en
participacion entre Greene Publishing Associates, Inc. y John Wiley & Sons, Inc.), Enzyme Immunoassay, Maggio,
ed. (CRC Press, Boca Raton, 1980); Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular Biology, T. S. Work y E.
Work, eds. (Elsevier Science Publishers B. V., Amsterdam, 1985); Principles and Practice of Immunoassays, Price
and Newman, eds. (Stockton Press, NY, 1991).

Por ejemplo, pueden determinarse cambios en la expresion de acidos nucleicos mediante la reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR), reaccion en cadena de la ligasa (LCR), amplificacion mediante Qp-replicasa, amplificacion
basada en la secuencia de acido nucleico (NASBA) y otras técnicas de amplificacion mediadas por transcripcion;
protocolos de presentacion diferencial; analisis de transferencias de tipo Northern, ensayos ligados a enzimas,
microalineamientos. Pueden encontrarse ejemplos de estas técnicas en, por ejemplo, PCR Protocols A Guide to
Methods and Applications (Innis et al., eds, Academic Press Inc. San Diego, Calif. (1990)).

En una realizacion particular, se mide la cantidad y/o la actividad de un producto de expresion indicador (por
ejemplo, una proteina). Puede detectarse un marcador fluorescente, tal como EGFP, detectando su fluorescencia en
la célula (por ejemplo, en un embrion de pez medaka de agua salobre). Por ejemplo, la fluorescencia puede
observarse bajo un microscopio de fluorescencia. Se prefieren indicadores tales como EGFP, que pueden
detectarse directamente sin requerir la adicién de factores exdgenos, para detectar o evaluar la expresidon génica
durante el desarrollo embrionario del pez. Un embrién de pez transgénico que porta un constructo recombinante de
la invencion que codifica para un indicador de EGFP puede proporcionar un sistema in vivo en tiempo real rapido
para analizar patrones de expresion espacial y temporal de genes de higado regulados en el desarrollo, y para
determinar la presencia de un compuesto estrogénico.

El constructo recombinante de la presente invencion puede clonarse en un vector adecuado. Entonces puede usarse
el vector, por ejemplo, para propagar el constructo recombinante. En general, antes de introducir un constructo
recombinante de la invencién en un embrién de pez, es deseable retirar las secuencias del vector. Preferiblemente,
el vector/constructo se disefia de modo que el constructo recombinante pueda extraerse con uno o dos enzimas de
restriccion apropiadas.

Los expertos en la técnica conocen grandes numeros de vectores adecuados y muchos estan disponibles
comercialmente. Los siguientes vectores se facilitan a modo de ejemplo: (i) vectores bacterianos, incluyendo pQE70,
pQEG6O, pQE-9 (Qiagen), pBS, pD10, phagescript, psiX174, pBluescript SK, pBSKS, pNH8A, pNH16a, pNH18A,
pNH46A (Stratagene), pTRC99a, pKK223-3, pKK233-3, pDR540, pRIT5 (Pharmacia); y (ii) vectores eucariotas,
incluyendo pWLNEO, pSV2CAT, pOG44, pXT1, pSG (Stratagene) pSVK3, pBPV, pMSG, pSVL (Pharmacia). Sin
embargo, puede usarse cualquier otro plasmido o vector siempre que pueda replicarse y ser viable en el huésped.

En un aspecto, la presente invencién proporciona un método para detectar la actividad promotora en una célula de
una secuencia de nucleétidos reguladora en 5’ que responde a estrogenos de la presente invencion. Esto puede
realizarse en una célula eucariota introduciendo el constructo recombinante en la célula eucariota, y detectando la
presencia y/o la actividad de la secuencia indicadora en la célula. Puede usarse una variedad de células eucariotas;
las células adecuadas seran evidentes para el experto. En realizaciones particulares, la secuencia indicadora
codifica para EGFP, y la célula eucariota esta en o procede de un pez, tal como un pez medaka de agua salobre, o
esta en o procede de un embridn de pez medaka de agua salobre.

Se dispone de muchos métodos reconocidos en la técnica para introducir polinucleétidos, tales como los constructos
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de la presente invencion, en células. Los métodos convencionales que pueden emplearse, incluyen, por ejemplo,
transfeccion (por ejemplo, mediada por DEAE-dextrano o precipitacion con fosfato de calcio), infeccion a través de
un vector viral (por ejemplo, vectores de retrovirus, adenovirus, virus adenoasociado, lentivirus, retrovirus
seudotipado o poxvirus), inyeccion, tal como microinyeccion, electroporacion, sonoporacion, una pistola génica,
presentacion en liposomas (por ejemplo, Lipofectin®, Lipofectamine® (GIBCO-BRL, Inc., Gaithersburg, Md.),
Superfect® (Qiagen, Inc. Hilden, Alemania) y Transfectam® (Promega Biotec, Inc., Madison, Wis.), u otros
liposomas desarrollados segun procedimientos convencionales en la técnica), o captacion mediada por receptor y
otros mecanismos de endocitosis.

Los métodos para introducir el constructo recombinante en un embrién de pez se comentan en mas detalle en otra
parte en el presente documento.

Tal como se usa en el presente documento, “pez transgénico” se refiere a un pez, o a la progenie de un pez, en el
que se ha introducido un constructo recombinante exdgeno. Un pez en el que se ha introducido un constructo
incluye un pez que se ha desarrollado a partir de células embrionarias en las que se ha introducido el constructo. Tal
como se usa en el presente documento, un constructo exégeno es un acido nucleico que se introduce de manera
artificial, o que se introdujo originalmente de manera artificial, en un animal. Se pretende que el término introduccion
artificial excluya la introduccion de un constructo a través de la reproduccion o cruces genéticos normales. Es decir,
se pretende excluir la introduccion original de un gen o rasgo en una linea o variedad de animal mediante
fecundacion cruzada.

Sin embargo, se considera que los peces producidos mediante transferencia, a través de fecundacion normal, de un
constructo exégeno (es decir, un constructo que se introdujo originalmente de manera artificial) de un pez que
contiene el constructo, contiene un constructo exdgeno. Tales peces son progenie del pez en el que se ha
introducido el constructo exégeno. Tal como se usa en el presente documento, progenie de un pez es cualquier pez
que sea descendiente del pez mediante reproducciéon sexual o clonacion, y del que se haya heredado material
genético. En este contexto, la clonacion se refiere a la produccion de un pez genéticamente idéntico a partir de ADN,
una célula, o células del pez. El pez del que desciende otro pez se denomina pez progenitor. Tal como se usa en el
presente documento, el desarrollo de un pez a partir de una célula o células (células embrionarias, por ejemplo), o el
desarrollo de una célula o células en un pez, se denomina proceso de desarrollo mediante el cual células de huevo
fecundado o células embrionarias (y su progenie) crecen, se dividen y se diferencian para formar un pez adulto.

En una realizacion, un pez transgénico de la presente invencion es uno cuyas células somaticas y germinales
contienen al menos una copia integrada gendmicamente de un constructo recombinante de la invencion. La
invencion proporciona ademas un gameto de pez transgénico, que incluye un évulo o espermatozoide de pez
transgénico, un embrion de pez transgénico, y cualquier otro tipo de célula o agrupacion de células de pez
transgénico, ya sea haploide, diploide, triploide o de otra cigosidad que tiene al menos una copia integrada
gendémicamente de un constructo recombinante de la presente invencion.

Tal como se usa en el presente documento, el término “embrién” incluye una sola fase de huevo fecundado (es
decir, un cigoto) del organismo. En particular, el constructo recombinante se integra en las células somaticas y
germinales del pez de manera que es estable y heredable (se transmite de manera estable a través de la linea
germinal). El pez o célula de pez transgénico contiene preferiblemente una multiplicidad de copias integradas
gendmicamente del constructo; mas especificamente, las multiples copias del constructo se integran en el genoma
del organismo huésped en una orientacion continua de cabeza con cola.

La progenie del pez transgénico que contiene al menos una copia integrada genémicamente del constructo, y el pez
transgénico derivado de un huevo, esperma, embridon u otra célula de pez de un pez transgénico de la presente
invencion, también se incluye en la presente invencion. Un pez se “deriva de” un huevo, espermatozoide, embrién u
otra célula de pez transgénico si el huevo, espermatozoide, embrién u otra célula de pez transgénico contribuye en
ADN al ADN gendmico del pez. Por ejemplo, un embrién transgénico de la presente invencion puede desarrollarse
para dar un pez transgénico de la presente invencion; un huevo transgénico de la presente invencién puede
fecundarse para crear un embridn transgénico de la presente invencion que se desarrolla para dar un pez
transgénico de la presente invencion; un espermatozoide transgénico de la presente invencién puede usarse para
fecundar un huevo para crear un embridn transgénico de la presente invencion que se desarrolla para dar un pez
transgénico de la presente invencion; y una célula transgénica de la presente invencion puede usarse para clonar un
pez transgénico de la presente invencion. En algunas realizaciones de la presente invencion, el pez transgénico es
estéril. La presente invencion incluye ademas una linea celular derivada de un embriéon de pez transgénico u otra
célula de pez transgénico de la presente invencion, que contiene al menos una copia de un constructo recombinante
de la presente invencion. Los métodos de aislamiento de tales células y su propagacion son convencionales.

En una realizacion, el pez transgénico dado a conocer de la presente invenciéon se produce introduciendo un
constructo recombinante de la presente invencion en células de un pez, particularmente en células embrionarias, y
mas particularmente en un embriéon de una sola célula. Cuando se introduce el constructo de transgén en células
embrionarias, se obtiene el pez transgénico permitiendo que el embrion se desarrolle para dar un pez. La
introduccion de constructos en células embrionarias de un pez, y el posterior desarrollo del pez, se simplifican por el
hecho de que los embriones se desarrollan fuera del pez parental.
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Los constructos recombinantes dados a conocer pueden introducirse en células de peces embrionarias usando
cualquier técnica adecuada. Se han demostrado muchas técnicas para tal introduccién de material genético exdégeno
en peces y otros animales. Estas incluyen microinyeccion (descrita por, por ejemplo, Culp et al. (1991) Proc Natl
Acad Sci USA 88, 7953-7957), electroporacion (descrita por, por ejemplo, Inoue et al.(1990), Cell. Differ. Develop.
29, 123-128; Muller et al. (1993), FEBS Lett. 324, 27-32; Murakami et al. (1994), J. Biotechnol. 34, 35-42; Muller et
al. (1992), Mol. Mar. Biol. Biotechnol. 1, 276-281; y Symonds et al.(1994), Aquaculture 119, 313-327), bombardeo
con pistola de particulas (Zelenin et al. (1991), FEBS Lett. 287, 118-120), vectores retrovirales (Lu et al (1997). Mol
Mar Biol Biotechnol 6, 289-95), y el uso de liposomas (Szelei et al. (1994), Transgenic Res. 3,116-119).

Los embriones o células embrionarias pueden obtenerse generalmente recogiendo huevos inmediatamente tras su
puesta. Generalmente se prefiere que los huevos se fecunden antes o en el momento de la recogida. Esto se logra
particularmente colocando juntos peces pez macho y hembra en un tanque que permite la recogida de huevos en
condiciones que estimulan el apareamiento. Tras la recogida de los huevos, una técnica es exponer el embrion para
la introduccion de material genético retirando el corion. Esto puede realizarse manualmente o, en particular, usando
una proteasa tal como pronasa. Una célula de huevo fecundando antes de la primera division celular se considera
un embrién de una célula, y la célula de huevo fecundado se considera por tanto una célula embrionaria.

Tras la introduccion del constructo de transgén, se permite que el embrion se desarrolle para dar un pez. Esto
generalmente solo consistira en incubar los embriones en las mismas condiciones usadas para la incubacion de los
huevos. Sin embargo, las células embrionarias también pueden incubarse brevemente en un tampon isoténico. Si
resulta apropiado, puede observarse la expresion de un constructo de transgén introducido durante el desarrollo del
embrion.

El pez que alberga un transgén puede identificarse mediante cualquier medio adecuado. Por ejemplo, puede
sondarse el genoma del posible pez transgénico para determinar la presencia de secuencias de constructo. Para
identificar el pez transgénico que expresa realmente el transgén, puede someterse a ensayo la presencia de un
producto de expresion. Se conocen y se usan varias técnicas para tal identificacion para animales transgénicos y la
mayoria pueden aplicarse a peces transgénicos. El sondaje de un pez transgénico posible o real para determinar las
secuencias de acido nucleico presentes en o caracteristicas de un constructo de transgén puede llevarse a cabo
mediante transferencia de tipo Southern o Northern. Ademas, la deteccion puede lograrse usando reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) u otras técnicas de amplificacion de acido nucleico especificas de secuencia.

Una vez identificados los peces transgénicos “fundadores”, puede hacerse que se apareen con peces de tipo
silvestre para identificar aquellos peces que comprenden el transgén en sus células germinales. Los peces
transgénicos de la presente invencion pueden ser o bien machos o bien hembras. Un pez transgénico de la presente
invencion puede ser homocigoto para el transgén, que es un estado particular para el mantenimiento de lineas de
peces transgénicos. Alternativamente, peces homocigotos pueden cruzarse entre si para producir peces o lineas de
peces homocigotos. También pueden producirse diploides homocigotos mediante otros métodos, por ejemplo,
interrupcion de las segundas divisiones meidticas con presion hidrostatica usando una prensa francesa.

Los constructos recombinantes dados a conocer pueden integrarse en el genoma del pez. Sin embargo, el
constructo de transgén dado a conocer también puede construirse como un cromosoma artificial. Cromosomas
artificiales de este tipo que contienen mas de 200 kb se han usado en varios organismos. Los cromosomas
artificiales pueden usarse para introducir constructos de transgén muy grandes en peces. Esta tecnologia es util
puesto que puede permitir la recapitulacion fiel del patron de expresion de genes que tienen elementos reguladores
que se encuentran a muchas kilobases de las secuencias codificantes.

En otra realizacion, la presente invencion incluye una poblacion idéntica genédmicamente de peces transgénicos,
cada una de cuyas células somaticas y germinales contiene al menos una copia integrada genémicamente de un
constructo recombinante de la presente invencién. La poblacién idéntica gendmicamente es una poblacion unisex y
puede ser macho o hembra. Las realizaciones particulares de la poblacion de peces transgénicos idéntica
gendmicamente son esencialmente tal como se describe para el pez transgénico de la presente invencion. En una
realizacion alternativa, la presente invencion incluye una poblacion de peces transgénicos, es decir, una linea
consanguinea, cuyos miembros no son necesariamente idénticos gendémicamente pero son homocigotos con
respecto a constructos integrados genémicamente.

La presente invencion también se refiere a diversos métodos de uso del pez transgénico de la presente invencion.
En realizaciones particulares, estos métodos implican la deteccién de la presencia o ausencia de un compuesto
estrogénico en un medio, particularmente en un medio liquido. Mas particularmente, tales métodos se basan en la
expresion inducida del gen indicador (también denominado en el presente documento la secuencia de nucledtidos
indicadora) que esta unido operativamente to una secuencia de nucledtidos reguladora en 5 que responde a
estrogenos de la presente invencion (tal como se describe en otra parte en el presente documento). En general,
cuando un pez transgénico de la presente invencion se expone a un compuesto estrogénico, la secuencia de
nucledtidos reguladora en 5’ que responde a estrogenos inducira la expresion del gen indicador. La expresion del
gen indicador da como resultado una marca observable en el pez transgénico, lo que indica la presencia de un
compuesto estrogénico. Tal como se usa en el presente documento, una “sustancia o compuesto estrogénico” se
refiere a un estrogeno o cualquier sustancia o compuesto similar a estrégeno.
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Tal como se usa en el presente documento, un “medio liquido” puede referirse a varios liquidos diferentes. Por
ejemplo, puede incluir una muestra de liquido o agua en la que se ha afiadido una sustancia de prueba de interés.
También puede incluir una muestra de liquido o agua en la que no se ha afadido una sustancia de prueba de
interés. Los ejemplos particulares de un medio liquido adecuado para su uso en los métodos de la presente
invencion pueden incluir agua dulce, agua salobre y agua salada procedente de cualquier fuente de liquido o agua
(por ejemplo, rios, lagos, bahias, estanques, corrientes, océanos, etc.), ya sean estas fuentes naturales o artificiales.

Algunos de los diversos métodos de uso del pez transgénico de la presente invencién se proporcionan en general a
continuacién y mas especificamente se proporcionan en la seccion de ejemplos del presente documento.

Un método de la presente invencién se refiere a un método de examen de un medio liquido para una sustancia
estrogénica. Este método implica exponer un pez transgénico de la presente invencién a un medio liquido que va a
someterse a prueba (es decir, que va a someterse a prueba para determinar la presencia de una sustancia
estrogénica). Tras esta etapa de exposicion, el método implica entonces determinar si el pez transgénico presenta o
no una marca observable producida por la expresion inducida del gen indicador (contenido en el pez transgénico).
La presencia de la marca observable indica que el medio liquido contiene una sustancia estrogénica.

En una realizacién de este método, la etapa de determinacién puede incluir microscopia de autofluorescencia in
vivo, donde el gen indicador codifica para una proteina autofluorescente indicadora.

En ofra realizacion de este método, el método puede incluir ademas cuantificar la actividad similar a estrégenos de
una sustancia de prueba que se ha identificado que es una sustancia estrogénica segun la etapa de determinacion,
donde se identifica que la sustancia de prueba es una sustancia estrogénica si el pez transgénico presenta una
marca observable.

En otra realizacion de este método, la etapa de cuantificacion incluye (i) generar al menos una imagen de la marca
observable; y (ii) someter la al menos una imagen de la marca observable a software de analisis de imagenes para
cuantificar la intensidad de sefial de la marca observable.

Otro método de la presente invencion se refiere a un método de examen para un compuesto que tiene actividad
antiestrogénica. Este método implica las etapas siguientes: (a) proporcionar un primer pez transgénico y un segundo
pez transgénico de la presente invencion, donde los peces transgénicos primero y segundo son de la misma especie
y estan sustancialmente en la misma fase de desarrollo; (b) exponer el primer pez transgénico a un primer medio
liquido, donde el primer medio liquido incluye un estrégeno o compuesto similar a estrégeno; (c) exponer el segundo
pez transgénico a un segundo medio liquido, donde el segundo medio liquido incluye el primer medio liquido y un
compuesto de prueba; y (d) comparar la intensidad cuantificada de cualquier marca observable presentada por el
primer pez transgénico con la intensidad cuantificada de cualquier marca observable presentada por el segundo pez
transgénico, donde una disminucion en la intensidad cuantificada de la marca observable en el segundo pez
transgénico en comparacion con la del primer pez transgénico indica que el compuesto de prueba tiene actividad
antiestrogénica.

Otro método de la presente invencion se refiere a un método para investigar el efecto de un compuesto estrogénico
sobre la regeneracion hepatica. En general, este método implica realizar una hepatectomia parcial en un pez
transgénico adulto de la presente invencion, donde la hepatectomia parcial es eficaz para retirar una parte del
higado del pez transgénico; exponer el pez transgénico a un medio liquido de prueba que contiene un compuesto
estrogénico de prueba; y analizar el higado del pez transgénico para detectar cualquier regeneracion de tejido
hepatico.

En una realizacion de este método, la etapa de analisis puede incluir comparar parametros de regeneracion hepatica
del pez transgénico tomados en las fases siguientes: (i) antes de la hepatectomia parcial; (ii) tras la hepatectomia
parcial pero antes de la etapa de exposicion; y (iii) tras la hepatectomia parcial y tras la etapa de exposicion. Los
parametros de regeneracion hepatica adecuados pueden incluir, sin limitacion, volumen del higado, forma del
higado, peso del higado y/o razén en peso del higado con respecto al cuerpo. En un aspecto, la determinacion de la
presencia y/o la intensidad de la marca observable presentada por el pez transgénico es eficaz para ayudar en la
medicion de los parametros de regeneracion hepatica. En una realizacién particular, los parametros de forma del
higado y volumen del higado se miden generando imagenes tridimensionales del higado usando microscopia
confocal combinada con software de analisis de imagenes.

Otro método de la presente invencion se refiere a un método para investigar el efecto de diferentes compuestos
estrogénicos sobre la regeneracion hepatica, en contraposicion a investigar un solo compuesto estrogénico. En
general, este método implica las etapas siguientes: (a) proporcionar un primer pez transgénico y un segundo pez
transgénico de la presente invencion, donde los peces transgénicos primero y segundo son adultos de la misma
especie; (b) exponer el primer pez transgénico a un primer medio liquido que incluye una primera disolucion de
compuesto estrogénico de prueba; (c) exponer el segundo pez transgénico a un segundo medio liquido que
comprende una segunda disoluciéon de compuesto estrogénico de prueba; (d) cuantificar la intensidad de cualquier
marca observable presentada por el primer pez transgénico y el segundo pez transgénico; (e) realizar una
hepatectomia parcial en los peces transgénicos primero y segundo, donde la hepatectomia parcial es eficaz para
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retirar una parte del higado de los peces transgénicos primero y segundo; (f) repetir las etapas (b) a (d) de este
método; y (g) analizar el higado de los peces transgénicos primero y segundo para comparar los efectos de los
compuestos estrogénicos contenidos en el primer medio liquido y el segundo medio liquido sobre cualquier
regeneracion de tejido hepatico.

En una realizacion de este método, la etapa de analisis puede incluir comparar parametros de regeneracion hepatica
del pez transgénico tomados en las fases siguientes: (i) antes de la hepatectomia parcial; (ii) tras la hepatectomia
parcial pero antes de la etapa de exposicion; y (iii) tras la hepatectomia parcial y tras la etapa de exposicion. Los
parametros de regeneracion hepatica adecuados pueden incluir, sin limitacion, volumen del higado, forma del
higado, peso del higado, y/o razén en peso del higado con respecto al cuerpo. En un aspecto, la determinacion de la
presencia y/o la intensidad de la marca observable presentada por el pez transgénico es eficaz para ayudar en la
medicion de los parametros de regeneracion hepatica. En una realizacién particular, los parametros de forma del
higado y volumen del higado se miden generando imagenes tridimensionales del higado usando microscopia
confocal combinada con software de analisis de imagenes.

En otra realizacién de este método, el método puede incluir ademas separar hepatocitos que presentan marcas
observables de otras células hepaticas que no presentan marcas observables, donde la separacion se realiza
usando citometria de flujo.

En ofra realizacion de este método, el método puede incluir ademas realizar analisis metabolémicos y protedmicos
de hepatocitos del higado de los peces transgénicos primero y segundo.

A continuacion se facilitan realizaciones particulares de diversos aspectos de la presente invencion, algunos de los
cuales se han descrito anteriormente en general.

Clonacion de gen de coriogenina H derivado de medaka de agua salobre

En una realizacion particular de la presente invencion, el pez medaka de agua salobre que va a usarse en la
clonaciéon de un gen de coriogenina H (omChgH) y el pez medaka que va a usarse en la introduccién del gen
transgénico construido, no estan limitados particularmente, siempre que pertenezcan a una especie Oryzias
melastigma (nombre alternativo Oryzias dancena). Los peces medaka usados en esta realizacion de la presente
invencion se obtuvieron de un criadero comercial en Taiwan. Los peces medaka obtenidos pueden mantenerse en
agua dulce, agua salobre, asi como en agua de mar. En esta realizacion de la presente invencion, los peces se
mantuvieron en 30 ppt de agua de mar artificial a 28 + 1°C con un ciclo de luz constante de 14 h de luz/8 h de
oscuridad y alimentados con alimento en copos libre de hormonas comercial y artemias (Artemia salina).

La region promotora del gen de coriogenina H que responde a estrégenos derivado de Oryzias melastigma usada en
esta realizacion de la presente invencion se captura tras paseos gendmicos secuenciales en bibliotecas de ADN
gendémico con Dra | y EcoR V segun las instrucciones del fabricante en el kit de paseo gendémico (BD Biosciences).

En esta realizacion de la presente invencion, la region flanqueante en 3’ de coriogenina H incluye la regiéon no
traducida en 3’ de coriogenina H (representada como UTR) y se aisla la secuencia de ADN gendmico parcial en el
sentido de 3'. Para clonar la secuencia genémica en el sentido de 3’ de 3'-UTR, se identifica la estructura de exones-
intrones de coriogenina H. El nucledtido gendmico en el sentido de 3’ de coriogenina H se aisla usando PCR
(reaccion en cadena de la polimerasa) inversa. Se aisla una secuencia de la region flanqueante en 3’ de coriogenina
H de aproximadamente 800 pb de la regién terminal de transcripcion y se deposita en GenBank con el n.° de registro
DQ778335.

Construccion del plasmido de transgén

En una realizacion de la presente invencion, la region promotora de coriogenina H derivada de Oryzias melastigma
clonada mediante el método mencionado anteriormente, la secuencia de ADNc de EGFP (es decir, la secuencia de
nucledtidos indicadora) y la regién flanqueante en 3’ de coriogenina H derivada de Oryzias melastigma clonada
mediante el método mencionado anteriormente, o sefial de poli(A) de otros genes, se introducen en un vector. La
introduccion de estas secuencias de nucledtidos en un vector puede realizarse segin un procedimiento de
modificacion mediante ingenieria genética conocido. De este modo, es posible construir un vector recombinante en
el que se insertan la regidon promotora de coriogenina H derivada de Oryzias melastigma unida con la region
codificante de EGFP.

En esta y otras realizaciones de la presente invencion, el vector que va a usarse no esta limitado particularmente,
siempre que la secuencia promotora, la secuencia codificante y la secuencia de sefal de poli(A) se inserten
operativamente.

Produccién de peces transgénicos medaka de agua salobre

En un ejemplo, el plasmido de transgén recombinante construido tal como se mencioné anteriormente se linealiza y
se transfiere al plasma de huevos fecundados de medaka de agua salobre, obteniendo asi peces medaka de agua
salobre transgénicos que pueden expresar la EGFP regulada por el promotor insertado de omChgH de manera
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dependiente de estrégenos, igual que lo hace su omChgH interno. Como huevos fecundados de medaka de agua
salobre que van a transferirse en esta y otras realizaciones de la presente invencién, se usan embriones en fase de
una célula en el plazo de media hora tras la fecundacién. La secuencia de transgén recombinante puede transferirse
a la unica célula de los huevos fecundados por medio de microinyeccion.

Para obtener huevos de medaka de agua salobre en fase de una célula, puede usarse un sistema de tanque de
apareamiento para separar los peces macho y hembra el dia antes de la microinyeccion. Los peces macho y hembra
se liberan retirando el separador del tanque de apareamiento antes de proceder a la microinyeccion. En una
realizacion de la presente invencion, los huevos fecundados que se han sometido a microinyeccion se crian a 28 +
1°C durante 2-3 meses hasta que se convierten en peces adultos.

Los peces adultos que tienen el gen introducido integrado en su genoma pueden examinarse mediante los métodos
siguientes. Primero, los peces adultos se aparean con peces silvestres y se extrae el ADN de sus huevos. Entonces
se amplifica el ADN extraido mediante PCR usando cebadores especificos de EGFP, y el producto amplificado se
somete a electroforesis. Segundo, los peces adultos se aparean con peces silvestres. Se crian sus huevos hasta la
eclosion y entonces se exponen a estrégenos o sustancias quimicas similares a estrégenos durante la noche o mas
tiempo. Estas larvas se comprueban entonces bajo el microscopio de fluorescencia equipado con un filtro de GFP
fijado para comprobar si hay expresion de GFP en el higado. Mediante estos dos métodos, pueden identificarse
satisfactoriamente peces medaka de agua salobre que tienen la secuencia de nucleétidos introducida integrada en el
genoma de una célula germinal (espermatozoide u évulo).

Posteriormente, los peces medaka de agua salobre que contienen la secuencia de nucleétidos introducida en el
genoma de una célula germinal se aparean con peces de tipo silvestre. Su progenie hereda la secuencia de
nucledtidos introducida y puede examinarse para determinar la secuencia de nucleétidos introducida mediante los
dos métodos mencionados anteriormente. Estos peces pueden pasar el transgén de generacion en generacion. Los
peces de este tipo incluyen un pez medaka de agua salobre transgénico deseado.

Sin ningun tratamiento, la expresion de la EGFP introducida en el medaka de agua salobre transgénico se restringe
al higado de las hembras reproductoras que sintetizan alta concentracion de estrogenos, y no se observa expresion
de EGFP en el higado de embriones, larvas ni peces macho. Sin embargo, cuando el pez medaka de agua salobre
transgénico se expone a estrogenos o sustancias quimicas similares a estrégenos, también puede inducirse la
expresion del transgén de EGFP en el higado de embriones, larvas y peces macho. El perfil de expresiéon de la
EGFP introducida concuerda con el perfil de expresion interna de omChgH en esta medaka de agua salobre (X.
Chen et al. Ectoxicol. Environ. Saf. 71:200-208 (2008)), excepto porque la proteina omChgH es una proteina
secretora que se transportara al ovario a través de la circulacién sanguinea tras su sintesis en el higado, mientras
que EGFP no es una proteina secretora y permanecera en el higado tras su sintesis. Como los peces hembra
medaka de agua salobre transgénicos expresan EGFP sin ninguna induccion externa, preferiblemente se usan
embriones, larvas y peces medaka de agua salobre transgénicos macho que no expresan EGFP para someter a
prueba la actividad similar a estrégenos.

Debido a la alta translucencia del pez medaka de agua salobre durante la fase embrionaria y larvaria temprana, la
respuesta del pez medaka de agua salobre transgénico a estrogenos o sustancias similares a estrogenos en estas
fases puede observarse facilmente in vivo usando un microscopio de fluorescencia. Las larvas en fase temprana
(antes de 15 dias tras la fecundacion), que son las mas translucidas, constituyen una fase particularmente buena
para someter a prueba la actividad similar a estrogenos in vivo. Ademas, si los peces medaka de agua salobre
transgénicos tratados con estrégenos o compuestos quimicos similares a estrogenos se transfieren a agua limpia, la
sefial de EGFP inducida desaparecera gradualmente aproximadamente en una semana, y la EGFP puede volver a
inducirse si el pez se coloca de nuevo en disolucion que contiene estrogenos o sustancias quimicas similares a
estrégenos.

Método de deteccidn de la actividad similar a estrégenos

En un ejemplo, puede detectarse facilmente si estan o no presentes estrégenos o sustancias similares a estrégenos
en una muestra de agua de prueba exponiendo el pez medaka de agua salobre transgénico de la presente invencion
al agua de prueba durante un periodo de tiempo y luego observando el pez transgénicos expuesto bajo el
microscopio de fluorescencia para comprobar si se induce expresion de EGFP en el higado o no.

Tal como se usa en el presente documento, “agua de prueba” puede ser, pero no se restringe a, agua recogida del
entorno (por ejemplo, un rio, estuario, agua salobre, etc.), que puede contener una o mas de una sustancia similar a
estrégenos, o agua a la que se afiade una sustancia (por ejemplo, productos farmacéuticos, productos cosméticos,
productos alimenticios, etc.), que puede contener estrégenos o sustancias similares a estrégenos, o agua a la que
se afiade uno o mas de un compuesto quimico que va a someterse a prueba, que puede actuar por separado, o en
combinacién, como los estrégenos.

Cuando se somete a prueba un posible compuesto quimico estrogénico o sustancia de mezcla, en una realizaciéon
de la presente invencion, las pruebas pueden realizarse en una serie de concentraciones, puesto que cada
sustancia quimica tiene toxicidad variable asi como una posible actividad similar a estrogenos; adicionalmente,
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también es adecuado y util incluir una exposicion a estrogenos (E2) de concentracion conocida como referencia para
medir la actividad similar a estrogenos y calcular la equivalencia estrogénica de la sustancia quimica de prueba. La
exposicion del pez medaka de agua salobre transgénico al agua de prueba durante 1-2 dias sera lo suficientemente
larga para la mayoria de las muestras. Las condiciones de exposicion pueden ser iguales que las de criar el pez
medaka de agua salobre.

Una ventaja de este método es que la actividad similar a estrégenos del agua de prueba puede cuantificarse
midiendo la intensidad de sefial de EGFP inducida en el higado. Tras un tiempo de exposicion apropiado, el pez
expuesto al agua de prueba de actividad similar a estrogenos diferente expresara diversas cantidades de EGFP en
el higado, que pueden diferenciarse facilmente mediante la observacién bajo el microscopio de fluorescencia. En
una realizacion, para cuantificar la sefial de EGFP inducida, se registrara la imagen de fluorescencia del higado que
expresa EGFP usando una camara conectada al microscopio de fluorescencia, y la intensidad de sefial de EGFP en
la zona del higado puede analizarse mediante software de analisis de imagenes. Cuando también se incluye la
exposicion a estrogenos de concentracion conocida como referencia, la actividad similar a estrégenos del agua de
prueba puede convertirse en equivalente de la potencia estrogénica.

Como ejemplos del pez medaka de agua salobre transgénico que pueden usarse para monitorizar facilmente la
actividad similar a estrégenos de agua de prueba, este método puede usarse para examinar rapidamente posibles
sustancias quimicas estrogénicas, asi como para evaluar la actividad similar a estrégenos combinada de mezclas
quimicas. Cuando se someten a prueba sustancias quimicas por separado asi como en combinacion, puede
predecirse el modo de accién de las sustancias quimicas. Por ejemplo, algunas sustancias quimicas pueden actuar
de manera estrogénica y algunas pueden actuar de manera antiestrogénica. Cuando se someten a prueba juntas
sustancias quimicas del mismo modo de accién, por ejemplo, modo estrogénico, su actividad similar a estrégenos
total sera mayor que la de cualquiera de ellas sola. Sin embargo, cuando se mezclan entre si sustancias quimicas
estrogénicas y anti-estrogénicas, la actividad similar a estrogenos final de la mezcla sera menor que la de la
sustancia quimica estrogénica.

Ventajas del sistema de deteccidn del pez medaka de agua salobre transgénico

Los diversos aspectos de la presente invencién proporcionan varias ventajas. Algunas de estas ventajas se
describen a continuacion y tales descripciones no pretenden incluir todas las ventajas.

En primer lugar, hay muchas ventajas en el uso del pez transgénico de la presente invencion para detectar agentes
0 acontecimientos estrogénicos. El entorno acuoso es destino final para compuestos quimicos naturales y
antropogénicos (J.P. Sumpter, Toxicol. Lett. 102-103:337-342 (1998)). Los peces que habitan en el agua son
modelos medioambientalmente relevantes para la evaluacion de riesgos para la salud de los entornos acuaticos.
Pese a la distancia evolutiva entre peces y seres humanos, los peces comparten la mayoria de las rutas de
desarrollo, mecanismos fisioldgicos y sistemas de érganos con los seres humanos (A.R. Cossins y D.L. Crawford,
Nature Rev. Genet. 6:324-333 (2005)); y, por tanto, ocupan una posicién prominente en el campo de la toxicologia,
el desarrollo asi como los estudios biomédicos. Los peces son faciles de manejar, manipular y observar, y estan
usandose cada vez mas como un modelo animal no mamifero alternativo para reducir o reemplazar los modelos de
mamiferos tradicionales en investigacion y pruebas. Los peces, particularmente los peces pequefios tales como la
medaka japonesa (Oryzias latipes) y el pez cebra (Danio rerio), se han usado ampliamente como especies modelo
de laboratorio en diferentes campos de investigacion. Los avances realizados con estos dos modelos de peces de
acuario han conducido a la secuenciacion completa de sus genomas (E. Ekker et al., Zebrafish 4, 239-251 (2003);
M. Kasahara et al., Nature, 447:714-719 (2007)), y se han establecido numerosas variedades de peces transgénicos
para estos dos modelos de investigacion, varios de los cuales se han destinado a detectar actividad similar a
estrégenos como lo hace la presente invencién (T. Kawamura, Zoolog. Sci. 19(2): 1355-1361 (2002); T. Ueno et al.,
Mech. Dev. 121(7-8):803-15 (2004); K. Kurauchi et al., Environ. Sci. Technol. 39(8):2762-8 (2005); Z. Zeng et al.,
Environ. Sci. Technol. 39(22):9001-8 (2005); T. Hano et al., Environ. Sci. Technol. 41(4):1473-9 (2007); M.A. Salam
et al., J Environ Sci Health A Tox Hazard Subst Environ Eng. 43(3):272-7(2008); J. Legler et al., Environ. Sci.
Technol. 34:4439-4444 (2000); S.K. Tong et al., Genesis, 47(2):67-73 (2009)).

En segundo lugar, resulta ventajoso usar un gen de proteina de fluorescencia como gen indicador, a través del cual
puede monitorizarse la actividad similar a estrégenos mediante la medicién in vivo de la expresion del gen indicador
sin sacrificar el pez. De estas variedades transgénicas desarrolladas para detectar la actividad similar a estrégenos,
3 variedades usaron un gen indicador de proteina de fluorescencia (T. Ueno et al., Mech. Dev. 121(7-8):803-15
(2004); K. Kurauchi et al., Environ. Sci. Technol. 39(8):2762-8 (2005); Z. Zeng et al., Environ. Sci. Technol.
39(22):9001-8 (2005)), y han demostrado su ventaja incomparable para la monitorizacién in vivo. Sin embargo,
ninguna de estas variedades es lo suficientemente sensible para monitorizar la actividad similar a estrégenos de
muestras de agua del entorno sin ningln procesamiento de la concentracion.

En tercer lugar, el organismo huésped puede seleccionarse para proporcionar diversas ventajas. Por ejemplo,
medaka de agua salobre (Oryzias melastigma) comparte la mayoria de las ventajas que tienen los modelos de
laboratorio pez cebra (Danio rerio) y medaka japonesa (Oryzias latipes), mientras que posee la ventaja de
desarrollarse en un entorno de salinidad variable que oscila entre agua dulce y agua de mar. La adaptabilidad a un
amplio intervalo de salinidad hace de este pez un modelo universal para estudios tanto en agua dulce como en agua
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de mar. Y estudios anteriores mostraron que las técnicas de investigacion y los recursos de este nuevo modelo
pueden adaptarse facilmente a partir de modelos bien establecidos tales como el pez cebra y medaka japonesa (X.
Chen et al., Comp. Biochem. Physiol. C. Toxicol. Pharmacol. 149:647-655 (2009)).

En cuarto lugar, un gen especifico de higado dependiente de estrégenos, omChgH, se identifica y se usa en
diversas realizaciones de la presente invencion. omChgH es una proteina de la envuelta del huevo. El término
“dependiente de estrégenos” usado en el presente documento significa que este gen so6lo se expresa en presencia
de estrégenos o de sustancias quimicas similares a estrégenos. El término “especifico de higado” usado en el
presente documento significa que la expresion de este gen se restringe exclusivamente al higado, y no se da en
ningun otro érgano. En circunstancias normales (en agua limpia sin ningun tratamiento), este gen sélo se expresa en
hembras reproductoras cuando la concentracion de estrégenos internos es alta, pero no en embriones, larvas ni
peces macho (X. Chen et al. Ectoxicol. Environ. Saf. 71:200-208 (2008)), en los que el nivel de estrégenos internos
es casi indetectable. Sin embargo, en presencia de estrégenos o sustancias quimicas similares a estrégenos
externos, también puede inducirse que este gen se exprese en embriones, larvas y peces macho que no lo
expresan. Por tanto, usando un gen de proteina de fluorescencia como marcador indicador regulado por el promotor
de omChgH, la expresion inducida de gen de omChgH se representara como la proteina de fluorescencia en el
higado, lo que puede detectarse facilmente bajo el microscopio de fluorescencia.

Tal como se indic6 anteriormente, en un aspecto, la presente invencion se refiere al desarrollo de un pez transgénico
que contiene una secuencia de nucledtidos integrada gendmicamente que comprende un gen de proteina de
fluorescencia como marcador indicador regulado por un promotor que responde a estrégenos.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos, aunque son a modo de ejemplo de la presente invencion, no deben interpretarse como
limitativos especificamente de la invencién.

EJEMPLO 1
DESARROLLO DE UN PEZ TRANSGENICO
Preparacién de ADN gendmico de medaka de agua salobre

Se extrajo ADN gendmico (representado como ADNg) de una hembra adulta con intestino disecado. Se tritur6 la
muestra con la mano de un mortero en nitrégeno liquido para dar particulas pequefias y se incubd con 10 ml de
disoluciéon de extraccion de ADN (NaCl 150 mM, dodecilsulfato de sodio (SDS) al 0,5%, acido
etilendiaminatetraacético (EDTA) 25 mM, Tris-HCI 10 mM, pH 8,0) y proteinasa K al 1% a 45°C durante mas de 4 h.
Se afiadié el mismo volumen de fenol a la disoluciéon y se mezclé mediante rotacion lenta durante 0,5 h. Tras
centrifugacion a 2.000 rpm durante 10 min, se transfirié la fase acuosa que contenia ADNg a un tubo Politron nuevo
(50 ml) y se mezclé con el mismo volumen de fenol/cloroformo en un rotor durante 10 min. Entonces se centrifugo la
disolucion a 2.000 rpm durante 10 min, y se transfirid la fase acuosa a un nuevo tubo. Se purificé adicionalmente la
disolucion de ADNg mediante el mismo volumen de cloroformo seguido por centrifugacion durante 5 min a
2.000 rpm. Se transfirid la fase acuosa a un nuevo tubo y se precipité ADNg con mediante etanol absoluto. Se toma
cuidadosamente ADNg usando puntas de transferencia, se disuelve en agua libre de nucleasa y se mantiene a
-20°C.

Clonacioén de la region promotora del gen de omChgH derivado de medaka

Se capturé la region flanqueante en 5’ del gen de coriogenina H tras dos rondas de paseo gendémico segun las
instrucciones del fabricante (BD Biosciences). Se realizaron amplificaciones mediante PCR anidada usando dos
cebadores especificos de adaptador (GW-AP1: 5-GTAATACGACTCACTATAGGGC-3’ (SEQ ID NO: 6), externo y
GW-AP2: 5-ACTATAGGGCACGCGTGGT-3’ (SEQ ID NO: 7), interno; proporcionados en el kit) en combinacion con
dos cebadores especificos de gen antisentido (representados como GSP). Los GSP usados en el primer paseo
gendmico en la biblioteca de ADNg con Dra | fueron externo: 5-AACGTGTTGAGGGTCCTGCGGCTTC-3’ (SEQ ID
NO: 8) e interno: 5-CTGTGGATAGTATGGAGGGTATGGAACC-3' (SEQ ID NO: 9); y los GSP para el segundo
paseo gendémico en la biblioteca de ADNg con EcoRV se disefiaron basandose en el resultado del primer paseo
gendmico, y fueron externo: 5-GTGTAATGGATGTGGACTTTTTCTATAAGACAACC-3' (SEQ ID NO: 10) e interno:
5-CCCAAAATGCATGTGCAGCTGATGGC-3’ (SEQ ID NO: 11). Una reaccion de PCR de 50 pl contenia 5 pl de 10x
tampon PCR, 1 ul de dNTP (10 mM), 1 ul de GSP (10 uM), 1 ul de cebador adaptador (10 uM), 5 ul de biblioteca
gendmica ligada con adaptador diluida 1/50 (para PCR primaria) o producto de PCR primaria diluido 1/500 (para
PCR secundaria) y 1 ul de 50x mezcla de polimerasa BD Advantage 2 (BD Biosciences). El perfil de amplificacion
para las PCR tanto primaria como secundaria consistié en 5 ciclos de 94°C durante 15 s y 72°C durante 3 min, 5
ciclos de 94°C durante 15 s y 70°C durante 3 min, y 25 ciclos de 94°C durante 15 s y 68°C durante 3 min. Se
separaron los productos de la segunda PCR mediante electroforesis y se aisld la banda mas nitida, se purificd
usando gel Wizard® SV vy el sistema PCR Clean-up (Promega), se cloné en el vector pGEM-T Easy (Promega) y se
identificd mediante un servicio de secuenciacion comercial (Tech Dragon).

Clonacién de la region flanqueante en 3’ del gen de omChgH derivado de medaka de agua salobre
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Se realizé PCR inversa para clonar la region flanqueante en 3' de omChgH. Tras el analisis mediante endonucleasa
de restriccion de la secuencia de ADN genémico de la regién codificante clonada (n.° de registro de GenBank
EF392365) del gen de omChgH, se construy6 una biblioteca de ADNg con Nde | mediante digestion con Nde |
(Takara) seguido por ligacion con ADN ligasa de T4 (Takara). Se disefaron los cebadores directo (5'-
GAAAATCTGTTTCATCATGGTTCAG-3’) (SEQ ID NO: 12) e inverso (5-TTCACAACTGGTACCCTGTCCTGG-3’)
(SEQ ID NO: 13) cerca del extremo 3’ de la region codificante de omChgH y en el sentido de 5’ del sitio de corte de
Nde | en 5, respectivamente. Se realizaron las reacciones en un volumen de 50 ul que contenia 5 pl 10x tampén de
PCR, 1 ul de dNTP (10 puM), 1 ul de cada cebador (10 uM) y 1 pl de enzima Tagq (5 U/ul; Takara). El perfil térmico de
PCR consistié en una desnaturalizacion inicial a 95°C durante 4 min, seguido por 35 ciclos de 95°C durante 30 s,
60°C durante 30 s y 72°C durante 1 min. Se identificé el amplicén usando el mismo método que para la region
flanqueante en 5’ de omChgH.

Preparacién de plasmidos transgénicos

Construccion de plasmidos omChgH5’-EGFP-0lChgH3’: En total se capturaron 6595 pb de la region en el sentido de
5’ de coriogenina H (n.° de registro de GenBank EF392365) del sitio de inicio de la transcripcion tras paseos
gendmicos secuenciales en bibliotecas de ADNg con Dra | y EcoR V. En esta realizacién, se usé el plasmido ChgH-
GFP (K. Kurauchi et al., Environ. Sci. Technol. 39(8):2762-8 (2005)) como vector. En este vector, se integraron la
region flanqueante en 3’ (representada como o0/ChgH3’) y la region promotora (representada como o/ChgH5’) de
coriogenina H derivada de medaka japonesa (Oryzias latipes), entre las que se ligd la region codificante de EGFP.
Para un seguimiento mas facil, este vector se representa como olChgH5-EGFP-0lChgH3’. Tras el analisis de los
sitios de restriccion tanto del vector como de la region en el sentido de 5° de omChgH, se amplificé la region en el
sentido de 5’ de omChgH desde - 4827 hasta + 15 del sitio de inicio de la transcripcion usando cebadores con sitios
de restriccion incorporados: Directo (5-TGCATG GCATGC TTAATTAA CTGCAG CCCGGG GTCGAC
TCGTACCTCCAAAACCCAAC-3’) (SEQ ID NO: 14), los sitios de restriccion con Sph |, Pac |, Pst |, Sma 1y Sal |
esta subrayado secuencialmente) e inverso (5-CTCCAGTGCCTTG CCATGGT-3’) (SEQ ID NO: 15); el sitio con Nco
| esta subrayado y el codén de inicio de la traduccion esta en negrita). Se subcloné el fragmento de PCR fragmento
en sitios de corte con enzimas de restriccion Sph | y Nco | del vector 0o/ChgH5-EGFP-0lChgH3' para construir el
plasmido omChgH5’-EGFP-0lChgH3'.

Adicionalmente, también se construyeron dos mutantes de delecidon que contenian la regién en el sentido de 5’ de
omChgH desde - 750 hasta + 15 y desde - 350 hasta +15 mediante amplificacion por PCR vy digestion enzimatica,
respectivamente, usando el plasmido omChgH5-EGFP-0lChgH3’ como molde. Los cebadores usados para la
amplificacién con PCR fueron 5-TCGACTGCAGTGCTCTCACTCTATGGGGTTC-3’ (SEQ ID NO: 16) (el sitio de Pst
| esta subrayado, directo) y 5-CTCCAGTGCCTTGCCATGGT-3' (SEQ ID NO: 17) (el sitio de Nco | esta subrayado,
inverso). El amplicon reemplazé entonces la region de - 4827 de omChgH5 de omChgH5’-EGFP-0IChgH3’ en los
sitios de Pst | y Nco | de omChgH5-EGFP-0lChgH3’. Se obtuvo el fragmento de - 350 de omChgH5'-EGFP-
0/ChgH3’ mediante digestion con Xho | y EcoR | de -4827 del plasmido omChgH 5’-EGFP-oIChgH3'.

Construccion del plasmido omChgH5' -EGFP-SV40: Se amplifico la sefial de poliadenilacion de SV40 (representada
como poliA de SV40) a partir del vector DsRed2-1 (Clontech) mediante los cebadores 5'-
AGCTACTAGTCCATCTACATGGCCAAGAAG-3’ (SEQ ID NO: 18) (directo) y 5-
ATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGT-3' (SEQ ID NO: 19) (inverso), y se ligé al vector pGEM®-T Easy para la
amplificacion. Tras la digestion mediante Not | y EcoR |, poliA de SV40 reemplaz6 a la regiéon o/lChgH3' en el
plasmido omChgH5’-EGFP-0lChgH3’ para construir el plasmido omChgH5’-EGFP-SV40.

Construccion de los plasmidos omChgH5-EGFP-omChgH3’: Se clondé una secuencia de aproximadamente 800 pb
de la region flanqueante en 3' de omChgH del extremo terminal de la transcripcion (n.° de registro de GenBank
DQ778335) mediante PCR inversa descrita anteriormente. Para la construccion de omChgH5’-GFP-omchgH3’, se
amplificd 3'-UTR de omChgH usando los cebadores directo (5-TGCAGCGGCCGCCTGTGAACCGACAGAAG-3’)
(SEQ ID NO: 20) con inverso (5-CACGGATGTGTGTGTTTACC-3’) (SEQ ID NO: 21), y se clond la regién
flanqueante en 3’ mediante los cebadores directo (5-GAAAATCTGTTTCATCATGGTTCAG-3’) (SEQ ID NO: 22) con
inverso (5-TTCACAACTGGTACCCTGTCCTGG-3’) (SEQ ID NO: 23). Entonces se ligaron 3-UTR y la regién
flanqueante en 3’ usando los kits de clonacién BD In-Fusion™ Dry-Down PCR (Clontech) segun las instrucciones.
Entonces se amplificd por PCR la region en el sentido de 3’ del coddn de terminacion de la traduccion de omChgH
mediante los cebadores directo (5-TGCAGCGGCCGCCTGTGAACCGACAGAAG-3) (SEQ ID NO: 24) en
combinacion con inverso (5-TTCACAACTGGTACCCTGTCCTGG-3') (SEQ ID NO: 25). Entonces se ligd el amplicon
en el vector pGEM®-T Easy para la amplificacion. Entonces se subcloné esta secuencia en los sitios de Not | y EcoR
| de los plasmidos omChgH5-GFP-omChgH3 u omChgH5-GFP-SV40 para formar los plasmidos omChgH5'-
GFPomChgH3'.

Microinyeccion de embriones de peces

Se realizaron microinyecciones en embriones de peces de manera general segun Kinoshita et al. (Aquaculture,
143(3-4): 267-276 (1996)) con modificaciones. Con el fin de maximizar la frecuencia de incorporacion del transgén y
reducir el grado de mosaicismo en los fundadores, se microinyectd disolucion de transgén en el plasma de huevos
fecundados en la fase de una célula. Para la recogida facil de los huevos recién fecundados, se separaron un pez
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macho y uno hembra en cada tanque de apareamiento mediante un separador el dia antes de la microinyeccion.
Antes de la microinyeccion, se retira el separador y pueden recogerse los huevos recién fecundados directamente
del abdomen del pez hembra usando un cuentagotas de plastico. Se separaron los huevos entre si usando dos
pinzas finas agarrando filamentos de embriones y haciéndolos girar uno contra el otro. Se realiz6 la microinyeccion
lo mas rapido posible y se control6 el tiempo rigurosamente en el plazo de 30 min tras la fecundacion.

Se realizaron las inyecciones con la ayuda de un estereomicroscopio o microscopio compuesto, micromanipulador y
un aparato de inyeccion presurizado con gas o aceite. Se mantuvieron los embriones en el intersticio de un soporte
de cemento vitreo de fabricaciéon propia sobre un portaobjetos de vidrio. Se linealizaron los constructos de ADN
transgénico, se disolvieron en tampoén fosfato 10 mM (pH 7,5) que contenia EDTA 1 mM, NaCl 137 nM, KCI 3 mM.
Se inyectaron los fragmentos de ADN transgénico linealizados a una concentracion que oscilé entre 10 y 50 ng/pul.

Actividad promotora de la regién en el sentido de 5’ de omChgH

Para analizar una region responsable de la regulacién del gen de omChgH, se inyectaron fragmentos que contenian
tres tamafos diferentes que oscilaban entre 4827 pb y 350 pb de la regién en el sentido de 5 de omChgH fusionada
con el indicador del gen de EGFP en embriones de O. melastigma de una célula. Se observo la expresion transitoria
de GFP en la mayoria de los embriones iniciada a los 3 dias tras la inyeccién. Las eclosiones que sobrevivieron de
los embriones con microinyeccion se expusieron a E2 5,1 nM durante 24 h, y se observo la expresion de GFP
usando un estereomicroscopio de fluorescencia. Se calculé la incidencia de eclosiones que expresaban GFP para
cada constructo (figura 1). Aunque el porcentaje de peces positivos para fluorescencia de GFP vario6 ligeramente, se
sugirio que los constructos omChgH5-EGFP-0lChgH3’ que contenian 4827 pb (-4827) y 758 pb (-758) de la region
en el sentido de 5 del gen de omChgH, respectivamente, tenian la misma actividad en promover la expresion
especifica de higado dependiente de estrogenos del gen de EGFP en el sentido de 3. Sin embargo, se observé una
disminucion obvia de la actividad promotora desde -758 hasta -350 de constructos omChgH5-EGFP-0IChgH3’, lo
que sugiere la existencia de determinado(s) elemento(s) regulador(es) en cis ubicados desde -758 hasta -350 de la
region en el sentido de 5’ de omChgH. Mientras que la presencia de eclosiones positivas para GFP demostré que
350 pb de la region en el sentido de 5 de omChgH tenian la capacidad de regular la expresion especifica de higado
dependiente de estrogenos de su gen en el sentido de 3'.

El analisis informatico identificd posibles elementos en cis incluyendo la mitad de un sitio 5’-ERE (en la posicion de
nucledtido -18), un sitio de unién de C/EBP (en la posicion de nucleétido -158) y un sitio de elemento de respuesta a
estrogenos (ERE; en la posicion de nucledtido -253) ubicados dentro de la region en el sentido de 5’ de las primeras
350 pb, y otro sitio de unidon de C/EBP (en la posicion de nucleétido -494) entre la regiéon de -758 y -350 del gen de
omChgH, respectivamente. La actividad promotora demostrada mediante -350 del constructo omChgH5-GFP-
olChgH3’ sugiere que algunos o los tres posibles elementos en cis identificados dentro de las primeras 350 pb de la
region en el sentido de 5’ son importantes para la regulacion de la expresion especifica de higado dependiente de
estrogenos del gen en el sentido de 3. Mientras que la disminucién obvia de la incidencia de eclosiones positivas
para GFP desde -758 hasta -350 del constructo omChgH5’-GFP-0lChgH3’ indica que el sitio de unién de C/EBP en
la posicién de nucledtido -494 de omChgH es importante para la alta regulacion en cis de la expresion especifica de
higado dependiente de estrégenos del gen en el sentido de 3'.

Efectos de regulacion de la region flanqueante en 3’ de omChgH

Respecto a algunos genes (por ejemplo vasa, nano), la region flanqueante en 3’ es indispensable para la estabilidad
y la ubicacién de sus ARNm (M. Tanaka et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 98(5): 2544-2549 (2001); M. Koprunner
et al., Genes Dev. 15(21):2877-2885 (2001); H. Kurokawa et al., Dev. Growth Differ. 48(3):209-221 (2006)). En esta
realizacion, se analizé la importancia de la region flanqueante en 3° homogénea en estudios transgénicos de
omChgH. Se reemplazé olChgH3’ del fragmento omChgH5-GFPolChgH3’ por poliA de SV40 y la regién flanqueante
en 3’ de omChgH, respectivamente. Entonces se inyectaron estos fragmentos en embriones de O. melastigma de
una célula y se llevd a cabo la observacion de la expresion de GTP dependiente de estrogenos durante la fase de
eclosion tal como se describié anteriormente y los resultados se resumen en la figura 2. Flanqueado por poliA de
SV40, el fragmento de ADN de -4728 de omChgH5'-GFP demostré la capacidad para regular la expresion especifica
de higado dependiente de estrégenos de fluorescencia de GFP, y la incidencia de eclosiones positivas para GFP fue
incluso un poco mayor que cuando estaba flanqueada por o/ChgH3' pero menor que cuando estaba flanqueada por
omChgH3'. Adicionalmente, también se observaron incidencias mayores de eclosiones positivas para GFP en -750 y
- 350 de constructos omChgH5-GFP-omChgH3' que las de sus constructos omChgH5-GFP-olChgH3’
correspondientemente (figura 1). Esto indica fuertemente que la region flanqueante en 3’ homogénea es importante
para la alta actividad promotora de constructos transgénicos ontChgH5-GFP, y los posibles elementos identificados
dentro de la regién flanqueante en 3’ pueden explicar la diferencia.

Ademas, los resultados mostraron que se observaba una actividad promotora similar entre -4728 y-758 de los
constructos omChgH5’-GFPomChgH3’, mientras que se observé una disminucion obvia de la actividad promotora en
-350 del constructo omChgH5’-GFP-omChgH3’ (figura 1). Esto confirmé adicionalmente los resultados anteriores
(figura 1) de que 350 pb de la region en el sentido de 5 de omChgH eran suficientes para regular la expresion
especifica de higado dependiente de estrogenos de su gen en el sentido de 3’, mientras que el sitio de unién de
C/EBP en la posicion de nucleotido -494 de omChgH potencia la actividad promotora.
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Identificacion de peces transgénicos

Se criaron embriones inyectados durante aproximadamente 2-3 meses hasta peces adultos. Entonces se aparearon
estos fundadores (FO) con peces de tipo silvestre de manera individual. Se recogieron sus embriones para la
extraccion del ADN genomico usando el kit de extraccion de ADN gendmico Accuprep (Bionner, Corea), y se
sometié a prueba la presencia del transgén de EGFP mediante PCR usando cebadores especificos de EGFP
(directo: 5-TGCTGCCCGACAACCACTACC-3’ (SEQ ID NO: 26) e inverso: 5-TTACTTGTACAGCTCGTCCATGC-3’
(SEQ ID NO: 27)). Se recogieron mas embriones de fundadores (FO) positivos para EGFP y se examinaron las
progenies (F1) que portaban el transgén de EGFP mediante la marca de fluorescencia verde tras la exposicion a
estrogenos (17p-estradiol, 5,1 nM) durante la fase de eclosiéon. Los peces de F1 que expresaban EGFP en
respuesta a estrégenos eran peces transgénicos de linea germinal estables que pueden transferir el transgén a sus
progenies. En total se identificaron 11 peces transgénicos de linea germinal. Al exponerse a la misma concentracion
de estrogenos, se selecciond la variedad de pez transgénico que mostré ser mas sensible a estrogenos para el
andlisis en detalle.

Expresion de EGFP transgénica

Sin ningun tratamiento, la expresion de la EGFP introducida en el medaka de agua salobre transgénico se restringe
a las hembras reproductoras que sintetizan alta concentracion de estrogenos, y no se observa expresion de EGFP
en el higado de embriones, larvas ni peces macho (figura 3). Sin embargo, cuando el pez medaka de agua salobre
transgénico se expone a estrogenos o sustancias quimicas similares a estrégenos, también puede inducirse la
expresion de EGFP en el higado de embriones, larvas y peces macho (figura 3). El perfil de expresion de la EGFP
introducida concuerda con el perfil de expresion interna de omChgH en esta medaka de agua salobre (X. Chen et al.
Ectoxicol. Environ. Saf. 71:200-208 (2008)), excepto porque la proteina omChgH es una proteina secretora que se
transportara al ovario a través de la circulacion sanguinea tras su sintesis en el higado, mientras que EGFP no es
una proteina secretora y permanecera en el higado tras su sintesis. Como los peces hembra medaka de agua
salobre transgénicos expresan EGFP sin ninguna induccién externa, no es facil diferenciar la expresiéon de EGFP
interna e inducir EGFP mediante sustancias quimicas similares a estrégenos. Sin embargo, los embriones, larvas y
peces macho medaka de agua salobre transgénicos que no expresan EGFP, sirven como grandes candidatos para
monitorizar la actividad similar a estrogenos, que se presenta como fluorescencia verde, especialmente de larvas
recién eclosionadas, que nadan, no se alimentan y son en su mayor parte translucidas, por lo que es la mejor fase
para monitorizar la actividad similar a estrogenos.

EJEMPLO 2
EXPERIMENTOS DE EXPOSICION A ESTROGENOS

En la técnica actual se establece un régimen de exposicion generalizada. La figura 4 presenta un ejemplo de uso de
larvas de pez transgénico para analizar la actividad similar a estrégenos de una disolucion de prueba. La exposicion
de peces medaka de agua salobre transgénicos (preferiblemente peces lavara de saco vitelino) a disolucion de
prueba (que contiene estrogenos o sustancia estrogénicas) se realiza a 28°C. La exposicion dura habitualmente 24-
48 horas. Tras la exposicion, los peces se depositaran en el lado interno de una cubierta de placa Petri en la que se
deja una pequefia gota de disolucion de prueba. La expresion inducida de EGFP en el higado de los peces se
observara bajo el microscopio de fluorescencia. Las larvas de saco vitelino son pequefias, la exposicion puede
llevarse a cabo en utensilios como una placa de 96 pocillos, una placa de 24 pocillos, una placa Petri, etc. para
ahorrar reactivos de prueba. Adicionalmente, las larvas recién eclosionadas constituyen la fase transparente, y la
transparencia puede mantenerse hasta 15 dias tras la eclosién. Tras 15 dias, las larvas son cada vez menos
transparentes debido al desarrollo de musculos. Las larvas de pez transgénico de 1 a 15 dias tras la eclosion tienen
sensibilidad a estrégenos similar (figura 5).

En respuesta a diferentes concentraciones de estrogenos o sustancias quimicas similares a estrogenos, los peces
transgénicos expresan una cantidad variable de proteina EGFP que se presenta como intensidad de sefial de GFP
variable bajo el microscopio de fluorescencia. La intensidad de sefial de GFP aumenta con los estrogenos o
sustancias quimicas similares a estrogenos siempre que estas sustancias no alcancen la concentracion para
producir toxicidad letal. Para cuantificar la actividad similar a estrogenos de la disolucion de prueba, se registra la
imagen fluorescente del higado de los peces usando una camara conectada con el microscopio de fluorescencia. La
intensidad de sefial de GFP en el higado puede medirse entonces usando algun software de analisis de imagenes
tal como Metamorph (Universal Imaging). Para reducir la interferencia de la autofluorescencia de los peces, solo se
selecciond la zona del higado de los peces para el analisis. La intensidad de sefial promedio de la zona marcada
manualmente calculada usando el mismo software se consider6 como la intensidad de sefial de GFP. Pueden
compararse fotos de higado de peces registradas usando el mismo ajuste de parametros de imagen usando
directamente la intensidad de sefial de GFP, pudiendo también comprarse las fotos registradas usando diversos
ajustes de parametros de imagen siempre que cada grupo contenga un control de referencia comun.

Teniendo en cuenta que las muestras de agua del entorno y otros reactivos de prueba pueden tener valores de
salinidad y pH variables, se investigaron los efectos de salinidad y pH diferentes sobre la sensibilidad de peces
medaka de agua salobre transgénicos a estrogenos. Se usé agua de diferentes valores de pH (por ejemplo, 6,0, 7,0,
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8,0 y 9,0) o diferentes salinidades (por ejemplo, < 5 ppt, agua dulce; 15 ppt, agua salobre; 30 ppt, agua marina
comun; y 35 ppt, agua marina de alta salinidad) como disolucién de prueba, en la que se afiadid la misma
concentracion de estrégenos (por ejemplo, 5,1 nM). Se expusieron peces medaka de agua salobre transgénicos
recién eclosionados a estas disoluciones durante un periodo de tiempo (por ejemplo, 24 horas). Se registraron los
higados de los peces y se midié su intensidad de sefial de GFP tal como se describié6 anteriormente. El analisis
estadistico de la intensidad de sefial de GFP en higado inducida por estrégenos demostré que ni el pH diferente
(que oscilé entre 6,0 y 9,0; figura 6) ni la salinidad diferente (que oscilé entre 0 y 35 ppt; figura 7) afectaron a la
sensibilidad de este pez medaka de agua salobre transgénico para monitorizar la actividad similar a estrégenos.

EJEMPLO 3
ANALISIS DE LA ACTIVIDAD SIMILAR A ESTROGENOS
Estrégenos naturales

La estrona (E1), el 17B-estradiol (E2) y el estriol (E3) son estrogenos esteroideos naturales. Estos tres estrogenos
pueden inducir la expresion de GFP en higado en larvas de medaka de agua salobre transgénico de la presente
invencion a nivel de nM. De ellos, E2 se ha estudiado de manera intensiva, y se usa frecuentemente como
estrégeno convencional para evaluar la actividad similar a estrégenos de reactivos de prueba. Usando larvas
transgénicas de la presente invencion, la sefial de GFP inducida por E2 puede observarse habitualmente en el plazo
de 24 horas, y la sefial de GFP aumenta con la concentracion creciente de E2. A concentraciones de E2 mayores
(por ejemplo, 102 6 1020 nM), la intensidad de sefial de GFP inducida puede observarse incluso en el plazo de 4
horas tras el comienzo de la exposicion, y la sefial aumenta con el tiempo de exposicion (figura 8), y alcanza la
saturacion en el plazo de 24 horas. A concentraciones de E2 bajas, sin embargo, se tardara mas tiempo para que la
sefial de GFP inducida se acumule y llegue a ser detectable. Por tanto, exponiendo las larvas de pez medaka de
agua salobre transgénico a diferentes concentraciones de E2 durante un periodo de tiempo (tal como 24 horas),
obteniendo imagenes del higado que expresa GFP, y midiendo luego la intensidad de sefial de GFP en higado
inducida usando un software de analisis de imagenes, puede establecerse una curva patron que correlaciona la
intensidad de sefial de GFP y la concentracion de E2 (curva patrén de GFP-E2; figura 9). Usando el mismo régimen,
y también incluyendo una exposicion a concentracion de E2 conocida como referencia, puede evaluarse entonces la
actividad similar a estrégenos de reactivos de prueba como la potencia estrogénica equivalente refiriendo la sefial de
GFP en higado inducida a la de la curva patron de GFP-E2.

Estrégenos sintéticos

El 17a-etinilestradiol (EE2) y el éter 3-metilico de etinilestradiol, los compuestos activos de pildoras anticonceptivas,
son estrogenos sintéticos. EE2 se ha estudiado ampliamente y su actividad estrogénica es incluso mas fuerte que la
de E2 (K. Kurauchi et al., Environ. Sci. Technol. 39(8):2762-8 (2005); J. Legler et al., Environ. Technol. 36: 4410-
4415 (2002); véanse la figura 9 y la figura 10). Exponiendo las larvas de pez transgénico a la misma concentracion
(por ejemplo en nM) de EE2 y éter 3-metilico de etinilestradiol durante el mismo periodo de tiempo (por ejemplo 24
horas), la sefial de GFP en higado inducida también es la misma entre EE2 y éter 3-metilico de etinilestradiol, que es
mas fuerte que la inducida por E2. La figura 10 representa la respuesta dependiente de la dosis de la sefial de GFP
en higado de la presente invencién a EE2.

Fitoestrégenos de leche de soja

La leche de soja contiene una alta concentraciéon de fitoestrégenos tal como genisteina, genistina, daidzeina y
daidzina. Se afirma que el consumo diario de leche de soja es bueno para la salud de los seres humanos,
especialmente de mujeres peri- y posmenopausicas, en muchos aspectos (E Lydeking-Olsen et al. Eur J Nutr. 43(4):
246-257 (2004); MS Kurzer. J Nutr. 133: 1983S-1986S (2003)). Puesto que los fitoestrégenos como la genisteina,
genistina, daidzeina y daidzina son estrogenos débiles, los estudios anteriores con peces transgénicos intentaron
detectar, pero no lo consiguieron, la actividad estrogénica de la genisteina (S Scholz et al. Environ Toxicol Chem.
24(10): 2553-2561 (2005)). Un estudio reciente encontré que la actividad similar a estrégenos de la genisteina pura
o la genisteina en combinacién con daidzeina no era tan fuerte como la de la leche de soja (G Rando et al. Toxicol
Appl Pharmacol. 237(3): 288-297 (2009)). Puesto que los efectos farmacéuticos de la leche de soja dependen de su
actividad similar a estrogenos, es importante medir la actividad similar a estrogenos de la leche de soja. Usando
larvas de pez medaka transgénico de la presente invencion, puede observarse una sefial de GFP débil en el higado
tras exponer las larvas a estos cuatro fitoestrogenos por separado a altas concentraciones durante un periodo de
tiempo (por ejemplo 48 horas). Para someter a prueba la actividad similar a estrégenos de la leche de soja, en
primer lugar se extraeran los fitoestrogenos en la leche de soja segun procedimientos establecidos. Brevemente, se
liofiliza la leche de soja y se extraen sus fitoestrogenos usando metanol. Se evapora entonces el agua de la
disolucion de extraccion hasta la sequedad y los fitoestrogenos vuelven a disolverse en metanol. Entonces pueden
cuantificarse la concentracion de cada fitoestrogeno mediante HPLC (cromatografia de alta resolucion), y puede
evaluarse facilmente la actividad similar a estrégenos de los fitoestrogenos extraidos midiendo la intensidad de sefial
de GFP inducida en larvas de pez transgénico tras su exposicion a su dilucion en agua. Se encontré que diferentes
marcas de leche de soja tienen actividad similar a estrégenos variable, y las actividades similares al estrégeno de la
mayoria de las leches de soja son mayores que las de cualquiera de los cuatro fitoestrégenos solos (por ejemplo,

24



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 658 267 T3

figura 11).
Agentes de alteracion endocrinos estrogénicos industriales

El 4-nonifenol (NP) y el bisfenol A (BPA) son agentes de alteraciéon endocrinos bien conocidos originados durante
actividades industriales. Pueden imitar a los estrégenos para inducir la expresién de genes que responden a
estrogenos tales como los genes del receptor de estrogenos, la vitelogenina y la coriogenina (C. Lee et al., J Health
Sci, 48(5): 441-445 (2002)). El estudio anterior también mostréd que estos dos compuestos quimicos pueden inducir
la expresion de genes de coriogenina en el organismo huésped de la presente invencion (Oryzias melastigma) (X.
Chen et al. Ectoxicol. Environ. Saf. 71:200-208 (2008)). Se ha notificado la deteccion de NP (K. Kurauchi et al.,
Environ Sci Technol, 39: 2762-2768 (2005)) y BPA (pero no de NP, Z. Zeng et al., Environ Sci Technol, 39: 9001-
9008 (2005)) usando peces transgénicos. Estos dos compuestos quimicos también pueden inducir la expresion de
GFP en el pez transgénico de la presente invencion.

Compuestos quimicos estrogénicos cosméticos

La benzofenona-3 (BP3), 3-(4’-metilbenciliden-alcanfor) (4-MBC), homosalato (HMS), octil-dimetil-PABA (OD-PABA),
4-terc-butil-4’-metoxidibenzoilmetano (BMDM) y octil-metoxicinamato (OMC) son los bloqueantes de UV usados mas
frecuentemente en cremas solares y cosméticos incluyendo barras de labios, lociones cutaneas, tintes capilares,
champus y otros numerosos productos como moldeadores, tinta en chorro, neumaticos y material textil. En general,
se afiaden altos porcentajes de filtros UV (por ejemplo hasta el 10% para BP-3 y el 6% para 4-MBC, NR Janjua et
al., J Eur Acad Dermatol Venereol. 22(4):456-61 (2008)) en los productos y hay un uso creciente de combinaciones
de diferentes filtros UV para absorber luz UVA, UVB y UVC. Los filtros UV entran en la sangre humana poco
después de su aplicacion (NR Janjua et al., J Eur Acad Dermatol Venereol. 22(4):456-61 (2008)), y estan presentes
en la leche materna de mujeres que usaron productos que contienen filiros UV cosméticos (M Schlumpf et al., Int J
Androl, 31(2): 144-151 (2008)). Estudios recientes mostraron que muchos filtros UV presentan actividad estrogénica
induciendo receptores de estrogenos (PY Kunz & K Fent. Toxicol Appl Pharmacol. 217(1): 86-99 (2006); PY Kunz &
K Fent. Toxicol Appl Pharmacol. 234(1): 77-88 (2009). Sin embargo, un estudio usando pez cebra transgénico no
detectd la actividad similar a estrégenos de filtros UV (R Schreurs et al. Arch Toxicol. 76: 257-261 (2002)). Usando
larvas de O. melastigma transgénicas de la presente invencion, se encontré6 que BP-3 y 4-MBC pueden inducir
expresion de GFP en el higado tras algun periodo de exposicion (por ejemplo 24 horas) a una concentracion mayor
de 0,65 uM, y la actividad estrogénica de la mezcla de BP-3 y 4-MBC es significativamente mayor que la de estos
dos compuestos por separado (figura 12). Aunque los compuestos BMDM, OMC, OD-PABA y HMS, no pueden
inducir la expresion de GFP en el higado de larvas de O. melastigma transgénicas, el agonismo estrogénico de
BMDM, OMC y OD-PABA puede identificarse facilmente mediante la exposicion binaria con E2 (figura 13), y HMS
puede potenciar la actividad estrogénica de 17B-estradiol de manera dependiente de la dosis (figura 14).

EJEMPLO 4
ANALISIS DE LA ACTIVIDAD ANTIESTROGENICA
Almizcle policiclico

La 6-acetil-1,1,2,4,4,7-hexametiltetralina (AHTN) es uno de los almizcles policiclicos usados mas ampliamente. Este
compuesto se usa como componente de fragancia en cosméticos y productos de limpieza domésticos. Segun los
informes de evaluacion de riesgos de HERA en 2004, AHTN se produce en un volumen anual de 1000 a 5000
toneladas en una planta de los Paises Bajos y RU, respectivamente. Segun las evaluaciones de riesgos de HERA,
AHTN no es téxico para los seres humanos basandose en el consumo diario actual. Sin embargo, la distribucion
ubicua, la alta acumulacion en el entorno (A Peck et al. Environ Sci Technol. 40: 5629-5635 (2006)), y la
bioacumulacién en organismos incluyendo los seres humanos (H Nakata et al. Environ Sci Technol. 41: 2216-2222
(2007); S Lignel et al. Environ Sci Technol. 42: 6743-6748 (2008)) aumentan la preocupacion de los cientificos.
AHTN ha resultado ser un antagonista de estrogenos (RHMM Schreurs et al. Environ Sci Technol. 38: 997-1002
(2004); RHMM Schreurs et al. Toxicol Sci. 83: 264-272 (2005)). La actividad antagonista de estrogenos de AHTN
también puede evaluarse muy facilmente usando el pez medaka transgénico de la presente invencion. Simplemente
con la exposicion de larvas de pez medaka transgénico a E2 (por ejemplo 0,04 uM) o E2 en combinaciéon con AHTN
(por ejemplo 5 uM) durante un periodo de tiempo (por ejemplo 24 horas), y luego la mediciéon de la intensidad de
sefial de GFP inducida por E2 con/sin la presencia de AHTN. La sefial de GFP mas débil inducida por E2 en
presencia de AHTN indica que este compuesto quimico es un antagonista de estrogenos (figura 15).

EJEMPLO 5

APLIQACION DEL PEZ ORYZIAS MELASTIGMA TRANSGENICO PARA ESTUDIAR LA REGENERACION
HEPATICA

El higado desempefia un papel fundamental en la homeostasis metabdlica mediante el metabolismo, sintesis,
almacenamiento y redistribucion de nutrientes, hidratos de carbono, grasas y vitaminas. Al mismo tiempo, el higado
también es el principal 6rgano detoxificante del organismo a través de la eliminaciéon de productos de desecho y
xenobidticos mediante la conversion metabdlica la excrecion biliar. El higado de los vertebrados superiores,
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incluyendo los seres humanos, puede regular de manera precisa su crecimiento y su masa y posee alta capacidad
para regenerarse tras una lesion. Un estudio reciente reveld que el higado de los peces también se regenera tras
hepatectomia parcial de una manera muy similar a la descrita para mamiferos (NG Kan et al. FASEB J. fj.09-
131730v1 (2009)). Puesto que los peces comparten la mayoria de las rutas de desarrollo, mecanismos fisioldgicos y
sistemas de 6rganos con los seres humanos (AR Cossins y DL Crawford. Nature Rev Genet. 6: 324-333 (2005)),
usar un pez como organismo modelo para la estudios de regeneracion hepatica puede ayudar a comprender los
mecanismo moleculares y celulares que subyacen a la regeneracion hepatica. El uso del pez O. melastigma
transgénico de la presente invencién, que contiene el marcador de GFP para hepatocitos en respuesta a agentes de
alteracion endocrinos estrogénicos, sera muy util para revelar los efectos de diferentes agentes de alteracion
endocrinos estrogénicos sobre la regeneracion hepatica.

Las lesiones producidas por hepatectomia parcial de un I6bulo completo, un Iébulo parcial y pequefias cirugias por
raspado se realizan usando protocolos empleados en el estudio de regeneracion hepatica previo en el pez cebra
(NG Kan et al. FASEB J. fj.09-131730v1 (2009)). Para estudiar la regeneracion hepatica, se usara un pez adulto
transgénico de la presente invencion. Brevemente, se priva de comida a un pez medaka adulto durante un dia y se
le anestesia con disolucion de tricaina al 0,015% antes de la cirugia. Entonces se abre el cuerpo ventral del pez
mediante una incisién de 3-4 mm y se extrae cuidadosamente el I6bulo ventral del higado de la cavidad peritoneal y
se extirpa por la base del I6bulo con especial cuidado. Para la reseccion de l6bulo parcial y las cirugias por raspado
de superficie, se expone el I6bulo ventral y se introduce un pequefio trozo de tejido del extremo del higado o se
introduce un pequefio raspado usando pinzas afiladas. Entonces se coloca de nuevo el higado restante
cuidadosamente en la cavidad peritoneal y se cierra la pared corporal con GLUture (Abbott Laboratories). Entonces
se coloca el pez en agua dulce para su recuperacion. También se someten peces tratados de manera simulada a
mismo procedimiento excluyendo la reseccion del higado.

Para analizar los efectos de los agentes de alteracion endocrinos sobre el proceso de regeneracion hepatica, se
tratara al pez con/sin E2 u otro(s) algente(s) de alteracion endocrino(s). Se registran parametros tales como el peso
del pez completo y del higado, y también se registra la forma del higado dependiendo de su sefial de GFP usando
un microscopio confocal, y puede medirse su volumen usando software de analisis de imagenes (por ejemplo
Metamorph, Universal Imaging).

También se investigan los cambios en la morfologia del higado durante la regeneracion hepatica. Se deseca el
higado de los peces en diferentes fases de la regeneracion y se fija en paraformaldehido (PFA) al 4%/solucion salina
tamponada con fosfato (PBS) a 4°C durante la noche, se lava con PBS que contiene Tween 20 al 0,1%, se sumerge
previamente en medio O.C.T. (Tissue Tek) durante dos horas y luego se embebe en O.C.T. y se congela a -80°C
durante mas de 3 h antes de cortarse a un grosor de 10 uM usando un criostato Leica. Se realiza la tincion
inmunohistoquimica de los cortes segun protocolos convencionales. Se incluyen anticuerpos tales como anticuerpo
anti-antigeno nuclear de células en proliferacion (PCNA), anticuerpo anti-proxl, anticuerpo anti-B-catenina y
anticuerpo anti-tubulina.

También se investigan la alteracion metabolémica y protedmica de los hepatocitos del higado para comprender la
regeneracion hepatica y los efectos de agentes de alteracion endocrinos sobre los mecanismos de regeneracion
hepatica. Se anestesia profundamente a peces que se recuperan de una hepatectomia parcial con disolucién de
tricaina y se desecan los higados y se incuban en disolucion al 0,25% de tripsina/PBS durante 5 min. Se tritura el
higado hasta obtener una suspension de células individuales pipeteando suavemente y se recoge mediante
centrifugacion (1000 g, 7 min). Se procesa la suspension celular para citometria de flujo y se recogen los hepatocitos
marcados con GFP y se realiza extraccion de proteinas segun un protocolo de extraccion de proteinas convencional.
Entonces se separan las proteinas extraidas usando geles NUPAGE Novex Bis-Tris (Invitrogen) a 200V durante
15 min, y se tifien con kit Colloidal Blue (Invitrogen). Se cortan las bandas de proteinas y se elimina la tincién con
disolucion de eliminacion de tincién (el 60% de agua, el 30% de metanol y el 10% de acido acético). Tras secarse en
un dispositivo Speed Vac (Savant), se digiere el gel con el kit Trypsin Profile IGD (Sigma). Los digestos de proteina
sometidos a tripsinizacion se secan mediante el dispositivo Speed Vac y se resuspenden en acido férmico al 0,1%
en agua. Se analizan los péptidos mediante HPLC-EM/EM (HPLC: cromatografia de liquidos de alta resolucion,
sistema DIONEX Ultimate 300; EM/ES: espectrometria de masas en tandem, BRUKER MicrOTOF-QII).
Adicionalmente, se emplea la técnica iTRAQ (marcaje isobarico para cuantificacion relativa y absoluta) para el
analisis cuantitativo de las proteinas. El analisis iTRAQ se lleva a cabo segun el protocolo de Nature Protocol
publicado (RY Tweedie-Cullen y M Livingstone-Zatchej. Nat Proc. DIO: 10.1038/nprot.2008.89 (2008)). Como técnica
de apoyo, también se usa electroforesis en gel por diferencia de fluorescencia bidimensional (2-D DIGE) para
analizar los cambios protedmicos de los hepatocitos durante la regeneracion hepatica. Este analisis se realiza segun
un protocolo de Nature Protocol (NS Tannu y SE Hemby. Nat Protoc. 1(4): 1732-1742 (2006)).

A partir de lo anterior, aunque se han representado y descrito realizaciones especificas en detalle en el presente
documento, resulta evidente para los expertos en la técnica relevante que pueden realizarse diversas
modificaciones, adiciones, substituciones, y similares sin apartarse del espiritu de la invencion y por tanto se
considera que estan dentro del alcance de la invencion tal como se define en las reivindicaciones que siguen.
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agagcctgga
atctgcctca
ctaaaaaaaa
tacatgttta
aaatgcaatt
atcttaattt
tatacatgtt
cttatagaaa
ttactgtgct
atttttgtgc
aggtaattac
acatactgca
atcctcaaat
tcatttatgt
ctattagtta
ttctgagaca
aacttttcaa
aacatataca
Ccaaaatgtgt
attgcctact
aaaaggtctc

gatctggcat

acgggtttga
tctattccaa
gcaacgtaat
aaggaagtat
tgtgcgtctg
tgcatatgtt
atcaactgga
agcctgtccg
acacagacac
actgtctgaa
gctttcaacc
gcccatattt
gggaaccagt
gtatgtattt
aaacatcaaa
catcttaatt
ataaaaagca
ggcttaaaca
ttttaataaa
aagtccacat
gctttattat
tttgtttagt
ttcctaaaca
acaatttatt
tgatatgtta
aacaaaaaca
aaaaaatgtg
taaatcaatt
ctgattttgt
tttgatgtgg
acaatatgag
atcaaaacaa
catgacctgg

ttcacgcaaa

3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520



ggacagaata
ttgtgattgg
acataaatag
gggaccatgg
ttcctggcga
cctccatact
ccagggaagc
tatcctcaga
cagacccctc
cctcagtatc
actcctcagt
ccgtcaaagc
ccccagcetgce
gctccccagce
caagctcctc
ccccaggcetc
cagccccagg
cagtctcctc
cctcceectg
gacatctctc
tttggaacag
acggctgatc
aggacggaca
aaactatttc
tcgccatcta
ttgtttatat
ttttgaacca
catatgaagt
tcatcatttg
taaacagaat
cagataccat
tctttccatt
tcagacaaag
tcaaacattt

tacacctctt

gtccacatga
gagctacttg
agcaggagag
caaggcactg
cccaagtgga
atccacagcc
cgcagtatcc
cccctcagta
agtatcctca
ctcagactcc
atcctcagaa
ctagctatcc
ctcaggcccc
tgcctcaggce
agcagcctca
cccagtaccc
ctccccagta
agtaccctca
ttaagagctg
cttctgcatg
gaggtaagtg
gtgcaatcgt
cttcatcgtt
acttttggga
ctactttccc
cttatagtca
ttaaaaggaa
tggagttgga
tgtttagtat
catgcacagt
gcaacatctg
gctgagcttg
ggctgcgacg
gaaaaagctg

tctacacgga

ES 2 658 267 T3

attacataaa
gtttgagagg
ggaaatttac
gagtattacg
tgctcagaaa
gaagccgcag
agggaagcca
tcctcagacc
gacccctcag
tcagtcccct
tcctaaggtg
tcagcctcag
ccagtaccca
cccccagtac
ggccccccag
aactaagcct
cccaacaaaa
agatcctaaa
tgaggtgccc
cgatgccatt
gtttctccag
cgatcccatc
gtggtggcca
ccgggtcaag
gtcactcagt
taaggtcaat
gagcccggygyg
ccgcttggag
caaacagatt
gtattaacac
ttgaaactct
gacccctcaa
aaggtcagtg
cctgtcgtaa

tgccgactat

attgacttaa
tggagtttga
acttagggac
gttttttccg
ggccccccte
gaccctcaac
cagtatccag
cctcagcage
cagccgcaga
cagtatcctc
tatggtgatg
gccccccagt
actaagcctc
ccaactaagc
tacccaacta
caagctcctc
cctcagcagc
aatccaaatc
cgcgatgtga
gactgctgtc
ctgctatgat
tatttcttct
aggatgtcac
aatgtggagc
gcggcactca
ctttgagatt
ttatagtcta
ctattaccag
tactaatgtc
agttcttttt
ggtcgtggaa
tgtgtacttg
cacggcagtc
cgtttgtttg
cctgtgacca

32

caaaacacac
agagcatcaa
ccatcgggtc
cactagctct
aagaccctaa
acgtttcacc
ggaagccgca
cgcagagtcc
gtcctcagta
agtcccctca
acagttctaa
acccatctaa
aagctcccca
ctcaagctcc
agcctcaagc
agtaccctca
cccagtaccc
ctcagaatcc
gagtcccatg
atgatggcca
cagaggcttt
agcaaccgtt
cttaccccat
tgttgactct
tgtcacggta
ctatccttct
tgaaaaccgg
agacagctct
taactaatat
ctcaggctcc
gtgctgccag
caaattgcca
tggcacagcc
ctcccacagt

aagtactgag

cctgaagcgt
aggtaaagac
agacagctgt
gatatgttct
ggttccatac
gccttacaac
gagtccacag
acagtatcct
tcctcagtcc
gtatcctcag
gccttcaact
gcctcaagct
gctgcctcaa
tcagtatcct
tcctcagceag
agctcctcag
aacaaagcct
tcctcttcat
tggagttcca
agcctgctac
ttgtaaggtg
cagtgcacca
ctcgatcttg
aattcagctt
acactcagtc
tattgttaaa
atgacatcct
tttgagtagg
ctatcagggg
tcttccagtg
tggatagtcc
atggagtatg
agtgtgtttg
ggcggcagcc

agaaccagtc

5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620



tatgtggacg
tgttgggcaa
gggtaaaaaa
ctccaaatct
ttaccttttt
caatcgattc
tgtttacctt
tactcaagta
ctgcagcaca
aagaagtagg
gtccactcat
tatccattag
ccgaagctgc
aacataacat
<210> 2

<211> 4838
<212> ADN

ttcaaatcct
ccacaagccc
aaaaaaatct
cacacttttt
tccatccaga
ctcctctggt
tgttgatcct
gaggtttaac
gctgcatgcg
gggctcattt
cattggccat
aacggatgaa
tggacagtct

tatgaaaatc

<213> Oryzias melastigma

<400> 2

ES 2 658 267 T3

tggcagaaca
caatgctttc
accaattcat
agccgaatta
tgtccatatg
ttgccattcc
cattcaatgg
ttggcttcta
ttccaggaca
ataaccgttc
gttttgtgtc
agaaaggttg
taactgtgaa

tgtttcatca

gatccaaatc
agtctgcccc
tccataaaga
ctaaatatct
aagatgatcg
caactcatca
aaccactaag
acctgtactt
gggtaccagt
acatgttttt
tttttgtaga
tggtatcgtc
ccgacagaag

tggttcagaa

33

tggttctgac
agtgggacat
ccatttttgt
aaccaaccat
ctacctgtct
cagacgcttc
ggaaaaggtg
ttctttcagg
tgtgaaccct
tttgttgttg
aggaagagat
tggagaagtg
ctccagagtt

ttaaatgcat

tcttggacgc
tttgattgac
tcaaactaag
tacttcttct
gcgttggttc
ttattcaaga
ggtactgaat
tgtacattca
catgcagcag
taatgaccat
actgacgctg
ctcatggtgg
cggaaaaaat

aaagt

7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8455



ctcgtacctc
ttttcaatta
tatctattta
ttgctgttat
aatatatttt
ataatcttca
tcattttcta
attgtatttc
acttttcgea
actcttaatt
cattcagaag
tggtgtgact
caagttttgt
tgttgattgg
cagattgttt
tgctctttct

atattgataa

caaaacccaa
aaagaaaata
atcattatgt
ttacaaagac
tttaaatgca
aattacaagt
taatatgaaa
tttttatata
ttgtgtctct
gttgcctttt
aggatgcttc
gaatgattac
ctcacaattg
tttaatccaa
gactgttgtc
cttcaaatga

atctttgttt

ES 2 658 267 T3

catattttgt
actgaaaaac
ttacattcaa
gacaatttaa
ctcattcccc
atgaacaata
gttcatatct
ttttgcattt
cataaaaaat
ggagtaaaat
tgtatgacgg
attgatgctg
catcaaacag
gtcattacag
aaaatgatcc
tttgacatta

cgtgatgcat

ctataaaggt
tggaatttaa
gtcgtcttag
gtgtatgaag
tttggcagca
ttgtttcctt
tatgtagttg
agtgaactac
atagatatgg
tttatgcttt
cgtattaagg
ttttacactt
aaaaaaaacc
tttattccac
tacatgaatg
atctttccct

gagaccttat

34

tgagcttaaa
tcttaaaact
ggccacaagg
tgatctttat
agttgtggcg
taaaacaatt
aaaagtgtgc
tgcattaact
ttatttaaaa
tgtctgtatt
ccttgagggt
tgaaaatcac
atcaaagcaa
ctgagtctag
caagtccaaa
daaaatttatt

cacctaattt

aatatatatt
accaagaagt
tacttagcct
aaatcagtca
aaaatccttt
agcagtctaa
tatttttgta
agcttgcaat
aaatgcgttt
gcctttttga
atcatgtctg
catttgaaac
gctaattgaa
atgattctaa
gcaagataaa
attggtcata

tgcagtaaag

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020



agagtcaact
gtactgtttt
tgttcataat
ttttattttt
aataggagtg
gctccactat
aaaaaagttt
aaaaagtcaa
ttattaatta
atttaaagtt
aaatggaaat
actgttgttt
ttttttcaca
ctgagtacca
tctaaagtct
ggtcacatgg
cctttatgtc
cacagttcac
atttctaaga
tttcttttct
gcagcggagt
atttgtgtgg
tgctttttaa
gattacactt
ctttcttcta
ctgaaatatg
ctacctagaa
tcatcataat
taccacatcc
actacgaccg
ttcctctatc
aacattaaac
gattttctac

cattttctga

aaaaaatttt
gccttggggt
tccaaatatg
ttctgtattt
gcctgatatt
atggtcaaac
tttttttttt
atcctttact
aagcaaatat
gtattattat
ctgctatgtt
tgtgacggtg
tttgcggttt
gtgacattag
cggatgttgt
acattttgaa
aaactgtcat
tttgtaaatt
aattatagca
ttttattatt
agcacgtatt
tttagttttt
cagctttcag
ttcatattat
cacaggacta
tgcgctgcaa
acattgtaaa
ccatgatgtt
actctattaa
atccacagtt
aaaccagtygg
aattcaaatg
acaattaata

ttggggctaa
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ctgacactct
ttttattgac
ttttagcttt
aactgaacta
gccacacacc
ataagtataa
ttgtcttttc
tctcggcaca
tcattcacaa
aatcaatatt
tccttgacag
ttttttttta
ttcacggaga
agcctgtaac
gttctggtca
aagggctttt
caaacacaac
tgtcacaaaa
tttagatatt
tctttagttt
taactaaaat
gtgacatgtt
aagcagttta
cttagtttgt
cctgaggttt
gttatttaat
aaaaattact
taacgggttt
attctattcc
atgcaacgta
tgaaggaagt
tgtgtgcgtc
cttgcatatg

aaatcaactg

tttgttactt
taacatctct
tgttataacg
tgttgccctt
cctcatcgga
cttaagaaag
catttcttta
taatttttca
aaaaaaactt
gatttaagtt
ccttcaaaag
aacgctttgt
gaggaagttt
gtgtcaaata
aataaacata
atgacctaga
cctgatccaa
aatgggtcat
gcaccttttt
taagtttgtt
taaaactact
tgcatgtagt
accatttaaa
gaaaaaatag
aaacaacact
tgtttttttt
gaaactttac
gaattgcact
aataccagag
attctgagaa
attttaattt
tgtctgaatt
ttttgctttt

gaaagaaaat

35

attatctcat
ttaatcacac
atttaagtta
ataaacagtt
tgctatgtca
taacagaaaa
ttttatttat
aacaatcttt
ttagagtttg
tacaaataga
tttccttctyg
ctggatcaat
cctttattgt
aagtgacaca
tgacaatgaa
gtttgatttg
cagcgttacc
aatcatcaaa
aaacacctca
ttgaaaatga
aaccatgaac
catattttga
attaagaaaa
tattataata
ttatcaactg
tttttatttt
acattaattt
tatttttact
ttaaggctag
actatgagtc
ttacttaaat
catttaatta
tttaaatgct

ggtttttttt

gaaatccttt
ataattcaac
cagcaatgtg
acatgtatgt
tggacaaata
atttaattta
ttaaatccaa
ttaaataaaa
aaaaatgcga
tttaaaaaaa
gaaaagttaa
taaagcatag
gtatcctgcc
gttggccaga
taaaagttga
tagataaacc
ccttagctat
atgaattata
aaattactgg
tcttaatatt
atttttcagc
gtttttgagg
ttcaagctca
tattagaaga
agaggtagca
ttagctcttg
tctgaagacc
gcatcataat
agtttggtac
tcctttatta
aaaacttttc
ttcgttaatt
aactttatta

acacttcatt

1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060



atgtcctgtt
accctgaaca
cccttattaa
cacgcaaaag
ctaactactg
ggaagaagct
agcaaggatc
aaaaaaaaaa
aaggtttctg
attgccccca
acgtattttt
tgcaattata
aaaaaaggtt
aataaaaaca
tgtgtatttg
aaagggcaaa
aaatgcatga
aggattcttg
ctgttatttc
tttactcgag
gaaatataaa
aaaaaagaaa
agagcattcg
gttttttttg
actttgtttg
gcaaagaccc
acgcaacgac
aaattgactt
ggtggagttt
acacttaggg
<210> 3

<211> 761
<212> ADN

tggggttgct
ttgagaggtc
gcatgatttt
ggtcccaacc
caccacagtg
ggagagcctg
acatctgcct
aactaaaaaa
tctacatgtt
aaaaatgcaa
agatcttaat
aatatacatg
gtcttataga
cattactgtg
tcatttttgt
agaggtaatt
aaacatactg
aaatcctcaa
attcatttat
acctattagt
atttctgaga
aaaacttttc
ccaacatata
accaaaatgt
tcattgccta
tgaaaaggtc
ctgatctggc
aacaaaacac
gaagagcatc

acccatcggg

<213> Oryzias melastigma

<400> 3
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ggagcctgtc
acacacagac
ggactgtctg
atgctttcaa
cagcccatat
gagggaacca
cagtatgtat
aaaaacatca
tacatcttaa
ttataaaaag
ttggcttaaa
ttttttaata
aaaagtccac
ctgctttatt
gctttgttta
acttcctaaa
caacaattta
attgatatgt
gtaacaaaaa
taaaaaaatg
cataaatcaa
aactgatttt
catttgatgt
gtacaatatg
ctatcaaaac
tccatgacct
atttcacgca
accctgaagc
aaaggtaaag

tcagacagct

cgagttacct
acatccatcc
aagaaaagcc
ccaggaccag
ttagacttaa
gtgcatgggg
ttttacagct
aattgccaca
tttgatttaa
cacatgattt
cactaaaaaa
aaagccatca
atccattaca
attgctctca
gtggatatct
cagctaacat
ttttaatgtt
tagcgacaca
caataacaca
tggaggaatg
ttataaatat
gtaatgcaga
ggacatcatc
aggttttgtt
aaacatttga
ggatgtcaca
aaggacagaa
gtttgtgatt
acacataaat

gtgggacc

36

caggggaaaa
atgttcttaa
aagcaagaac
cttactgtga
tgcaatatat
aaaacataca
tactgtaatt
aaaagtacat
aacactaaaa
aaaaaaaaaa
tacattagat
gctgcacatg
caatttaact
ctctatgggg
aacagtatgt
tagattgttt
cattaagtgc
tatttgacta
aaaatgtaca
agccttttet
acagtatatg
aaatcatgct
ctaataacct
gcagattcag
ggacagataa
aaagcctttc
tagtccacat
gggagctact
agagcaggag

gccagagtgc
cctgctaaat
atgccaagtc
ggtgagaccg
tgtgttttygg
aacctcacac
aaaaacagta
gatttaaaaa
aatacataag
aggtatccgt
tgccaaaaaa
cattttggga
gtttactttg
ttcaaactaa
caacagactg
ctgtcatgga
taaggttttt
taatggtctt
taacttttca
ttactacgtc
gcctgattaa
tagcacaacc
catataaaag
ggaaaagatc
gttcgagact
attcattcca
gaattacata
tggtttgaga
agggaaattt

3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4838



10

15

20

tttaggattc
cttctgttat
tcatttactc
gtcgaaatat
taaaaaaaag
accagagcat
aaggtttttt
atcactttgt
actgcaaaga
ccaacgcaac
ataaaattga
agaggtggag
tttacactta
<210>4

<211> 361
<212> ADN

ttgaaatcct
ttcattcatt
gagacctatt
aaaatttctg
aaaaaaactt
tcgccaacat
ttgaccaaaa
ttgtcattgc
ccctgaaaag
gacctgatct
cttaacaaaa
tttgaagagc

dggacccatc

<213> Oryzias melastigma

<400> 4
gttgcagatt
tgaggacaga
acaaaagcct
gaatagtcca
attgggagct
aatagagcag
C

<210>5
<211> 831
<212> ADN

cagggaaaag
taagttcgag
ttcattcatt
catgaattac
acttggtttg
gagagggaaa

<213> Oryzias melastigma

<400> 5

ES 2 658 267 T3

caaattgata
tatgtaacaa
agttaaaaaa
agacataaat
ttcaactgat
atacatttga
tgtgtacaat
ctactatcaa
gtctccatga
ggcatttcac
cacaccctga
atcaaaggta

gggtcagaca

atcactttgt
actgcaaaga
ccaacgcaac
ataaaattga
agaggtggag
tttacactta

tgttagcgac
aaacaataac
atgtggagga
caattataaa
tttgtaatgc
tgtggacatc
atgaggtttt
aacaaacatt
cctggatgtc
gcaaaggaca
agcgtttgtg
aagacacata

gctgtgggac

ttgtcattgce
ccctgaaaag
gacctgatct
cttaacaaaa
tttgaagagc

gggacccatc

37

acatatttga
acaaaaatgt
atgagccttt
tatacagtat
agaaaatcat
atcctaataa
gttgcagatt
tgaggacaga
acaaaagcct
gaatagtcca
attgggagct
aatagagcag

C

ctactatcaa
gtctccatga
ggcatttcac
cacaccctga
atcaaaggta

gggtcagaca

ctataatggt
acataacttt
tctttactac
atggcctgat
gcttagcaca
cctcatataa
cagggaaaag
taagttcgag
ttcattcatt
catgaattac

acttggtttg

gagagggaaa

aacaaacatt
cctggatgtc
gcaaaggaca
agcgtttgtg
aagacacata

gctgtgggac

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
761

60
120
180
240
300
360
361



10

15

20

25

30

35

ctgtgaaccg
ttcatcatgg
tattgcaaaa
aaaaaaaaaa
atacaacact
tcacgacaat
tgttcttaaa
acgacaataa
atttttaaat
acaaaaaaaa
gattattatt
aaactgtttt
cctcttgcat
ttacatgtgg
<210> 6
<211>22
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 6

gtaatacgac tcactatagg gc

<210>7
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 7

acagaagctc
ttcagaatta
acaaaacaag
aaaaagtttc
tccaccttaa
aaagtcacat
catacaagca
aaaaaacaaa
caaagtaggt
tcagagttaa
taaaaactga
ccttgttgct
tttgaaaaca

atgtcgggtt

actatagggc acgcgtggt

<210>8
<211> 25
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 8

ES 2 658 267 T3

cagagttcgg
aatgcataaa
ttgatacata
ttcacatcag
tattctatat
aatacatttc
ctgaaaacag
aaaattgttt
caaccatttt
tggaaggtaa
actagacagc
ttcaatttgt
attgtacttt

tttaagcacc

22

19

aacgtgtiga gggtectgeg gette 25

<210>9
<211> 28
<212> ADN

aaaaaataac
gtgaaaaatc
aaggtagcaa
tatagcaggt
ggatcaaatg
acttttacac
agatgaatcc
tattatttta
taatactgga
acacacacat
ttacttctca
aaaattgaaa
cttggaagaa

tgctatggtyg

38

ataacattat
tgttgcaggt
catttcttca
gtgtagatac
tgactgtttt
aaatttttac
agtataacca
aaatgtttaa
tcaacaaaca
ccgtgaagac
gaaatctgcg
gatgtcaata
tatttggcat

agcttgggcc

gaaaatctgt
gtttggaatg
catttcatgt
agttgacaaa
cagtgaaacg
tgtctgtttc
aacaactcaa
aaaaagttca
aaaacaatta
aaaaacacaa
actgtaagga
aataatttac
aaatgcatgt

a

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
831



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400>9

ctgtggatag tatggaggat atggaacc
<210> 10
<211>35

<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 10

ES 2 658 267 T3

gtataatgga tgtggacttt tictataaga caacc

<210> 11
<211> 26
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 11
cccaaaatgce atgtgcagcet gatggce

<210> 12
<211> 25
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 12
gaaaatctgt ttcatcatgg ttcag

<210> 13
<211> 24
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador
<400> 13
ttcacaactg gtaccctgte ctag
<210> 14
<211>58

<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 14

tgcatggeat gettaattaa ctgcageceg gggtegacte gtacctccaa aacccaac

25

24

26

28

35

39

58



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

<210> 15
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 15
ctecagtgee tigecatgat 20

<210> 16
<211> 31
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 16
tcgactgeag tgctctcact ctatggggtt c

<210> 17
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 17
ctecagtgee ttgecatggt 20

<210> 18
<211> 30
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 18

ES 2 658 267 T3

31

agctactagt ccatctacat ggecaagaag 30

<210>19
<211> 25
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 19

atttigcega titeggecta tiggt 25

<210> 20
<211>29
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 20
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tgcageggece gectgtgaac cgacagaag

<210> 21
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 21
cacggatgtg tgtgtttacc

<210> 22
<211> 25
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 22
gaaaatctgt ticatcatgg ticag

<210> 23
<211> 24
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 23
ttcacaactg gtaccctgte ctgg
<210> 24
<211> 29

<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 24

20

25

24

tgcageggec gectgtgaac cgacagaag

<210> 25
<211> 24
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador
<400> 25
ttcacaactg gtaccctgtc ctgg
<210> 26
<211> 21

<212> ADN
<213> Artificial

<220>

24

29

29

41
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15

<223> Cebador

<400> 26
tgetgeccga caaccactac c

<210> 27
<211>23
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 27
ttacttgtac agctegtcca tge

21

23
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REIVINDICACIONES
Casete de expresion que comprende:
una secuencia de nucleétidos indicadora que codifica para una proteina indicadora;

una secuencia de nucledétidos reguladora en 5 que responde a estrégenos aislada de un pez medaka de
agua salobre de la especie Oryzias melastigma, en la que la secuencia de nucleétidos reguladora esta
unida operativamente en 5’ a la secuencia de nucleétidos indicadora para inducir la expresiéon de la proteina
indicadora en presencia de estrogenos o un compuesto similar a estrogenos; y

una region reguladora en 3’ unida operativamente en 3’ a la secuencia de nucleétidos indicadora
en el que

la secuencia de nucleodtidos reguladora en 5’ que responde a estrogenos se selecciona del grupo que
consiste en SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3,y SEQ ID NO: 4; y

la region reguladora en 3’ comprende la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 5.
Casete de expresion segun la reivindicacion 1, en el que

la secuencia de nucleodtidos reguladora en 5’ que responde a estrogenos se selecciona del grupo que
consiste en SEQ ID NO: 2y SEQ ID NO: 3,y

la region reguladora en 3’ comprende la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 5.

Casete de expresion segun la reivindicacion 1 6 2, en el que la proteina indicadora es una proteina
autofluorescente.

Casete de expresion segun la reivindicacion 1 6 2, en el que la proteina indicadora se selecciona del grupo
que consiste en una proteina fluorescente verde potenciada (EGFP), una proteina fluorescente verde
(GFP), una proteina fluorescente azul (BFP), una proteina fluorescente amarilla (YFP) y una proteina
fluorescente roja (RFP).

Vector de transformacién que comprende el casete de expresion segun las reivindicaciones 1 a 4.
Célula huésped transducida con el casete de expresion segun las reivindicaciones 1 a 4.

Célula transgénica de un animal acuatico, comprendiendo dicha célula transgénica al menos un casete de
expresion segun las reivindicaciones 1 a 4.

Célula transgénica segun la reivindicacion 7, en la que el animal acuatico se selecciona del grupo que
consiste en una especie Oryzias y una especie Danio.

Célula transgénica segun la reivindicacion 8, en la que la especie Oryzias se selecciona del grupo que
consiste en Oryzias melastigma 'y Oryzias latipes.

Pez transgénico de una especie Oryzias que comprende:
al menos un casete de expresion segun las reivindicaciones 1 a 4,

en el que el pez transgénico presenta una marca observable cuando se expone a un medio liquido que
contiene un estrégeno o un compuesto similar a estrogeno, y

en el que la marca observable comprende la proteina indicadora expresada por el al menos un casete de
expresion.

Pez transgénico segun la reivindicacién 10, en el que la marca observable es visible in vivo.

Pez transgénico segun la reivindicacion 10 u 11, en el que el pez estd en una fase de desarrollo
seleccionada del grupo que consiste en una fase embrionaria, una fase larvaria y una fase adulta.

Pez transgénico segun las reivindicaciones 10 a 12, en el que el pez es un adulto macho.

Método de preparacion de un pez transgénico de una especie Oryzias para su uso en la deteccion de la
presencia de un estrogeno o compuesto similar a estrégeno en un medio liquido, comprendiendo dicho
método:

transformar un pez no transgénico con el casete de expresion segun las reivindicaciones 1 a 4, produciendo
de ese modo un pez transgénico que comprende al menos uno de dichos casetes de expresion.
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Veces de cambio de intensidad de seiial de GFP Ia
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Edad de las larvas (dph)

dph: dias tras la eclosion

48



ES 2 658 267 T3

LV )

1

e 1 -.—.——
0 o o 9o 9o 9 o =z o 9= @& @@ @

(=] = :
Q_ BAIJE|a) 44O 8P [BUSS 8D PEPISUB)U| ﬂ._ BALIE|0J d49 9P |EYSS 8p PEpISUBU|
L

L

Salinidad (ppt)

49



ES 2 658 267 T3

0 5 0 7 9.5 il 125

Tiempo de exposicién (h)

*p<0,05
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Veces de cambio de intensidad de sefial de GFP
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finc]

) 2 4 & g 10 400 102 104 1800 1620 1049
E2 (nM)

"p<0,05
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Intensidad de seiial de GFP relativa
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Intensidad de sefial de GFP relativa

20

0

_-—-—

Genistina 4 uyM Genisteina 4 uM Daidzina 4 M Daidzeina 4 uM

%

Dilucién 8 veces

de leche de soja

*p<0,005

BP-3 2,5 uM +
4-MBC 2,5 uM

BP-35uM 4-MBC 5 uM

*p<0,005
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Intensidad de sefial de GFP ralativa
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% de induccion de GFP en relacién con E2 0,04 uM
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E20,04 uM  B-MDM 10 pM +

£2 0,04 30 E2 0,04 uM E20,0 4 M

*p<0,05, **p<0,005

E2 0,04 uM

E20,04 yM+  E2 0,04 uM +
HMS 0,01 uM  HMS 0,1 uM

*p<0,05, ***p<0,01
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B.d

o

OMC 20 uM +  OD-PABA 10uM+ B-MOM10uM  OMC 20 UM OD-PABA 10 oM

i ok ok
*
| '

E20,04 uM + E20,04 uM +

HMS 1 pM

HMS 10 uM



Intensidad de sefial de GFP relativa
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*p< 0,05

..
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AHTN 5 uM

E2 0,04 uM +
AHTN 5 pM
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