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DESCRIPCION

Utilizacién de mamiferos no humanos carentes de la expresién y/o actividad de la proteina Vav2 en campos car-
diovascular, renal y neurolégicos.

Sector de la técnica

Esta invencién se basa en el uso de mamiferos en los que se ha suprimido, total o parcialmente, la funcién de
la proteina Vav2. Estos animales pueden ser usados para estudiar farmacolégica o molecularmente enfermedades de
cardcter cardiovascular y/o nervioso.

Estado de la técnica

Vav2 es un miembro de la familia de oncoproteinas Vav, la cual presenta representantes en todos los metazoos ani-
males conocidos. En el caso de vertebrados, la familia posee tres miembros (Vav1, Vav2 y Vav3) que poseen funciones
similares, pero no idénticas. Estas proteinas funcionan como enzimas que catalizan el intercambio de nucleétidos de
guanosina sobre las GTPasas de la familia Rho/Rac, un grupo de interruptores moleculares que regulan procesos pro-
liferativos, citoesqueléticos y de forma celular, entre otros. Gracias a su actividad catalitica, las proteinas Vav hacen
posible que la activacién de estas GTPasas se produzca de una manera rdpida y efectiva durante procesos de sefiali-
zacion celular. Las proteinas Vav se regulan durante los procesos de transduccién de sefiales mediante fosforilacién
directa en tirosinas. Asi, estas proteinas son cataliticamente inactivas cuando estdn en un estado desfosforilado (lo
que ocurre en células en reposo). Sin embargo, tras su fosforilacién durante procesos de estimulacioén celular, las
proteinas Vav cambian su conformacién tridimensional y se activan cataliticamente. Los procesos de fosforilacion
se realizan a través de tirosin cinasas, las cuales pueden ser transmembrana (como por ejemplo, el receptor para el
factor de crecimiento epidérmico) o intracelulares (como por ejemplo, las cinasas Lck, Syk, Zap70, etc.). El proceso
de desfosforilacion estd llevado a cabo probablemente por tirosin fosfatasas, aunque su identidad permanece todavia
por esclarecer. Para una revisién de la funcién y regulacion de estas proteinas, se pueden consular las siguientes publi-
caciones: Bustelo, Mol. Cell. Biol. 20: 1461-1477 [2000]; Bustelo, Oncogene 20: 6372-6381 [2001]; Bustelo, Front.
Biosci. 7: d24-30 [2002]; Turner y Billadeau, Nat. Rev. Immunol. 2: 476-486 [2002].

Las proteinas Vav median diversos procesos celulares. Debido a su accién sobre las GTPasas Rho/Rac, contribuyen
a procesos celulares importantes como son la reorganizacién del citoesqueleto, la activacion del ciclo celular, etc. De
una manera independiente de las GTPasas Rho/Rac, participan también en otros procesos celulares como la induccién
de la expresion de citocinas (via la activacion del factor transcripcional NF-AT). Las proteinas Vav pueden también ac-
tivar indirectamente otras rutas celulares. Asi, via la estimulacién de la fosfolipasa C-gamma, las proteinas Vav pueden
activar el factor de intercambio de nucleétidos para Ras conocido por RasGRP1, lo que en ultima instancia determina
la activacién de Ras. Esta tultima ruta ocurre exclusivamente en células linfoides y, probablemente, nerviosas. Para
una revision de los procesos biolégicos en que participan estas proteinas, se pueden consultar los siguientes articulos
cientificos: Bustelo, Mol. Cell. Biol. 20: 1461-1477 [2000]; Bustelo, Oncogene 20: 6372-6381 [2001]; Bustelo, Front.
Biosci. 7: d24-30 [2002]; Turner y Billadeau, Nat. Rev. Immunol. 2: 476-486 [2002]; Caloca et al., EMBO J. 22:3326-
3336 [2003]; Zugaza et al., Oncogene 23: 5823-33 [2004].

Una de las enfermedades que afectan a un sector amplio de la poblacién mundial son las derivadas de disfun-
ciones del sistema cardiovascular. Asfi, la hipertensién (presion arterial elevada), afecta a un 25% de la poblacién de
sociedades industrializadas. Esta proporcién aumenta con el envejecimiento poblacional, alcanzando valores del 60-
70% en individuos mayores de 70 afios. Esta enfermedad es un factor de riesgo para muchas causas de morbilidad y
mortalidad, como son los infartos de miocardio, fallo cardiaco congestivo, enfermedades renales y ataques cerebrales.
Ademads, generalmente va asociada a otras disfunciones del organismo, como son la obesidad abdominal, la dislipide-
mia, la intolerancia a glucosa, la hiperinsulinemia y la hiperuriquemia. A pesar de su importancia poblacional, todavia
permanecen por esclarecer las causas moleculares que determinan la aparicion de problemas en el sistema cardiovas-
cular. Asi, mientras que un 5% de casos se ha asociado a alguna disfuncion genética, en el 95% de los casos (pacientes
con la denominada “hipertensién esencial”) la causa estd todavia por definir. En todo caso, siempre se ha sospechado
que uno de los problemas de la la hipertension esencial es el mal funcionamiento del sistema nervioso simpatico, una
parte del sistema nervioso que, entre otras funciones, tiene el papel de regular el ritmo cardiaco y la contraccion del
sistema vascular. Para revisiones sobre el tema, constltense la siguientes referencias cientificas: Lifton et al., Cell 104:
545-556 [2001]; Staesen et al., The Lancet 361: 1629-1641 [2003]; Takahashi y Smithies, Trends in Genetics 20: 136-
145 [2004].

El circuito fisiolégico que determina el control del ritmo cardiaco y presion arterial se conoce relativamente bien. Se
sabe que existen hormonas que provocan tanto la vasoconstriccion (angiotensina II) como la vasodilatacién (bradiqui-
nina). Los procesos moleculares y las rutas de sefializacion activadas por estas hormonas estdn también relativamente
bien explorados. Para una revisién del campo, consultar las siguientes publicaciones cientificas: Lifton et al., Cell 104:
545-556 [2001]; Staesen et al., The Lancet 361: 1629-1641 [2003]; Takahashi et al., Endocrinology 144: 2184-2190
[2003]; Takahashi y Smithies, Trends in Genetics 20: 136-145 [2004].

Dada la importancia de la enfermedad cardiovascular en la poblaciéon humana, existe un gran interés en desarrollar
modelos animales que permitan reproducir la totalidad o parte de dicha enfermedad. Para este fin, se han preparado
diferentes mamiferos que tienen niveles alterados de la expresion de ciertos genes. Una clase de estos mamiferos son
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los llamados mamiferos transgénicos. Estos mamiferos tienen un gen o genes nuevos introducidos en su genoma, lo
que resulta en la sobreexpresion de las proteinas codificadas por aquéllos. Alternativamente, pueden expresar formas
mutantes de dichas proteinas, de tal manera que éstas actien como formas dominantes negativas sobre la proteina en-
ddgena y, de esta manera, provocar su inactivacion in vivo. Otra clase de estos mamiferos son los llamados mamiferos
“knockout”, en los que se ha suprimido la expresién de un gen endégeno por manipulacién genética (lo que resulta en
la eliminacién de dicha proteina del organismo del mamifero). Otra clase de estos mamiferos son los llamados mami-
feros “knockdown”, en los que se ha suprimido la expresién de un gen endégeno a través de la expresion, por técnicas
de transgénesis, de RNA pequefios de interferencia que se unen y degradan al mRNA codificado por dicho gen (lo que
resulta en la eliminacién de dicha proteina del organismo del mamifero). Como consecuencia de ello, existen ahora
modelos animales con diversos pardmetros del sistema cardiovascular alterados. Entre éstos se encuentran animales
que sobreexpresan la enzima convertidora de la angiotensina (un enzima que provoca la formacién de angiotensina II
a partir de la molécula intermediaria angiotensina I), el angiotensindgeno (el precursor de la angiotensina [ y IT) y de la
propia angiotensina II. Entre los animales knockout destaca el de la renina (un enzima que corta el angiotensinégeno
para dar la angiotensina I), el de los receptores de la angiotensina II (receptores AT1, y AT1,) y el del receptor de la
bradiquinina (B,). Aunque estos mamiferos manifiestan alteraciones en el sistema cardiovascular, su uso es limitado
puesto que derivan de la alteracién de genes que, en condiciones normales, no cambian de manera causativa en la
hipertension esencial. Para revisiones cientificas sobre este tema, consultense los siguientes articulos cientificos: Car-
meliet y Collen, J. Pathol. 190: 387-405 [2000]; Lifton er al., Cell 104: 545-556 [2001]; Brede y Hein, Regulatory
Peptides 96: 125-132 [2001]; Takahashi y Smithies, Trends in Genetics 20: 136-145 [2004].

Junto con los estudios en animales, otra drea de investigacion activa es el uso de células aisladas en cultivos
celulares. En este caso, destaca el estudio de las células de muasculo liso de diversos conductos vasculares. Estas células
se han estudiado para elucidar las rutas de sefializacion utilizadas por las hormonas que regulan la presién arterial. En
todo caso, su uso es mas limitado que el de los modelos animales puesto que los pardmetros experimentales que pueden
ser estudiados en cultivos celulares son menores que los modelos animales.

Como se ha dicho anteriormente, la manipulacién genética de mamiferos permite obtener animales transgénicos
que expresen un determinado gen, un mutante dominante negativo de una proteina celular usada como diana molecular
0, por el contrario, tengan la expresién de un gen concreto inactivado mediante mutaciones especificas en el mismo
(animales “knockout” o mutantes) o a través de la expresion de RNAs pequefos de interferencia (Ilamados, a partir de
ahora, RNAI) que degraden sus transcritos (animales “knockdown”).

Es evidente el potencial que representa para el disefio de modelos experimentales en animales de laboratorio que
sirvan para analizar la funcién, in vivo, de un determinado gen. La no expresion de un gen puede conferir un nuevo
fenotipo a un animal mutante. Dependiendo del gen no expresado por dicho animal, éste puede hacerse mas o menos
susceptible a una alteracion patoldgica determinada. Tales animales mutantes son modelos valiosos para el estudio in
vivo del papel que desempefia el gen asi como para el estudio de compuestos que potencialmente podrian ser ttiles en
el tratamiento o prevencién de patologias relacionadas con la expresion nula o ineficaz del producto de dicho gen.

La patentabilidad de mamiferos transgénicos para abordar diversas causas de enfermedades humanas estd amplia-
mente reconocida en la actualidad. Algunos ejemplos, entre muchos otros, se mencionan a continuacién: patentes ame-
ricanas numero 4.736.866; 5.175.384; 5.175.383; 5.175.385; 5.464.764; 5.487.992; 5.627.059; 5.631.153; 6.194.633;
6.207.876; 6.239.326; 6.245.963; 6.245.965 y 6.252.132. Patentes espafiolas nimero 2.209.650A1 y 2.195.751A1.

En vista de los efectos devastadores que pueden resultar de los trastornos cardiovasculares en humanos, es necesario
proporcionar sistemas in vivo para determinar y evaluar fairmacos ttiles para tratar estos trastornos. Un modelo con
el gen Vav3 inactivamente ha sido recientemente descrito con alteraciones cardiovasculares y renales (Sauzeau, V.,
Sevilla, M.A., Rivas-Elena, J.V., de Alava, E., Montero, M.J., L6épez-Novoa, J.M., and Bustelo, X.R. (2006). Vav3
proto-oncogene deficiency leads to sympathetic hyperactivity and cardiovascular dysfunction. Nature Medicine 12:
841-845), pero el modelo de la presente invencidén presenta nuevas caracteristicas afiadidas al anterior por lo que
repreprenta un modelo animal util para el desarrollo de farmacos.

Descripcion de la invenciéon

Descripcion breve de la invencién

El objeto de la invencion es el empleo de un animal no humano o de la linea celular derivada del mismo, deficientes
en la expresion y/o actividad de la proteina Vav2 enddgena y en un procedimiento para la determinacién del efecto
de un farmaco o combinacién de farmacos ttiles para la prevencién y/o el tratamiento de enfermedades de base
cardiovascular, renal y/o nerviosa.

Descripcion detallada de la invencion

La invencién se enfrenta al problema de proporcionar nuevos modelos animales de enfermedades humanas del

sistema nervioso y cardiovascular, entre las que se encuentra la hipertension, hiperplasia cardiaca y arterial, fallos
renales, taquicardia, sindromes de estrés, entre otros.
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La solucién proporcionada por esta invencién se basa en que los inventores han observado que la anulacién de
la actividad funcional de la proteina Vav2 en las células de un animal provoca una serie de alteraciones que permite
el desarrollo de un animal modelo de enfermedades cardiovasculares y del sistema nervioso simpatico, en general,
y, en particular, un modelo de hipertension, fallos renales y taquicardia. Este animal es viable, fértil y no manifiesta
en condiciones de laboratorio ningin sintoma que los diferencie de ratones genéticamente similares pero carentes de
dicha mutacién por lo que, en condiciones de estabulacion controlada, estos ratones mutantes son indistinguibles de
sus hermanos de camada salvajes. Sin embargo, la caracterizacién fina de estos ratones indica que la eliminacién de
la proteina Vav2 enddgena estd asociada a desérdenes del sistema nervioso simpdtico y vascular y, como consecuen-
cia, de una profunda desregulacién del control del sistema cardiovascular. Esta disfuncién conlleva la aparicién de
una enfermedad cardiovascular cldsica que combina taquicardia, hipertension e hiperplasia cardiaca y arterial, fallos
renales, fibrosis cardiaca y renal, etc. Aunque estas observaciones se han realizado con un ratén “knockout” que posee
el gen Vav2 inactivado por técnicas de recombinacién homoéloga, similares resultados podrian obtenerse mediante la
generacion de animales transgénicos que expresen una forma dominante negativa de Vav2 (por ejemplo, su regién C-
terminal conteniendo los dominios SH3-SH2-SH3 de su molécula), un RNAi que degrade el RNA mensajero de este
gen (ratones “knockdown”), un microRNA que inactive el gen o mRNA de esta proteina, o con ratones salvajes en
los que la actividad de la proteina Vav2 endégena pueda ser inhibida a través de drogas o farmacos que inactiven su
actividad enzimdtica o su fosforilacion y activacidn por proteinas tirosin cinasa. También es posible obtener modelos
animales utiles utilizando ratones “knockout” que, en vez de ser generados como en el caso anterior por recombinacién
homéloga, lo sean por la integracidn en dicho locus de entidades retrovirales o trasposones que provoquen un efecto
genético similar (la inactivacién de dicho gen).

Los mamiferos no humanos modificados genéticamente de la presente invencién pueden ser utilizados como mo-
delos animales para estudiar in vivo el papel desempefiado por la proteina Vav2 enddégena asi como en el disefio y
evaluacién de compuestos quimicos que podrian ser potencialmente interesantes para el tratamiento de alteraciones
patolégicas relacionadas con la expresion nula o ineficaz del producto de dicho gen, o en las que estuvieran involucrado
el proto-oncogén Vav2. Y mds concretamente, por las disfunciones en sistema nervioso y cardiovascular observadas,
el animal de la presente invencién deficiente en la proteina Vav2 endégena puede resultar ttil tanto para el estudio
de patologias asociadas a neuronas simpdticas y, sobre todo, a procesos cardiovasculares (hipertension, fallos renales,
taquicardia) como para la validacién y/o el desarrollo de farmacos disefiados para regular o paliar los efectos de las
alteraciones y condiciones patoldgicas en las que estd implicada la proteina Vav2 endégena. Como prueba de ello, la
enfermedad cardiovascular de animales knockout carentes del gen Vav2 puede ser prevenida tratdndolos con farmacos
anti-hipertensivos en uso en humanos en estos momentos, como son el captopril (ver Figura 8A-D), el losartdn (ver
Figura 8E) o el propanolol (ver Figura 9).

De forma mads particular, el modelo animal Vav2 presenta unas alteraciones nuevas, distintas de las observadas en
el modelo Vav3, y que proporcionan evidencias para nuevas aplicaciones del modelo de la presente invencion. Asi,
los ratones Vav2~/~ desarrollan fibrosis tanto en el corazén como en los rifiones (aunque de morfologia normal), una
alteracion patoldgica que se observa por primera vez en animales mayores de cuatro meses de edad (Figura 1E-G).
Al mismo tiempo, los ratones Vav2~/~ orinan menos y presentan tasas menores de excreccion de sodio y liberacién
de creatinina (Figura 2A, 2C y 2D), con niveles de filtracién menores que los animales salvaje control en la corteza
renal (Figura 2B). Ademds, se observaron niveles elevados de vasopresina y aldosterona (hormonas reguladores de
la actividad renal) en el plasma de los ratones Vav2~/~ (Figura 3) y que el tratamiento con propranolol bloqueaba
el incremento de ambas hormonas en el plasma de estos ratones. Finalmente, y de forma sorprendente estos estudios
demostraron un aumento considerable de los ventriculos cerebrales de los ratones Vav2™~/~, lo que indicaba un sindrome
hidrocefélico (Figura 4).

Asimismo, dichos mamiferos no humanos mutantes de la invencién podrian ser utilizados como fuente de células
para cultivos celulares.

Asfi, en un primer aspecto, la invencién se relaciona con un mamifero no humano modificado genéticamente (via
knockout, knockdown o por otras técnicas de transgénesis) como modelo experimental, en adelante animal modelo
de la invencidn, viable, en la que los niveles de la proteina Vav2 han sido reducidos o anulados a través de diversas
técnicas genéticas o farmacoldgicas. Tal como se utiliza en la presente invencién el término “mamifero no humano” se
refiere a un animal mamifero no humano de cualquier fondo genético, preferentemente animales de laboratorio como
roedores, a titulo ilustrativo y sin que limite el alcance de la invencién, pertenecientes al siguiente grupo: conejos,
hamsteres, ratas y ratones, asi como primates no humanos. El término “knockout” tal como se utiliza en la presente
invencidn se refiere a la supresion parcial o total de la expresion de al menos una parte de una proteina codificada por
una secuencia de DNA endégeno en una célula, tanto en su forma de RNA como proteica. El mamifero no humano
knockout de la invencioén posee células somdticas y germinales en las que al menos un alelo (+/-) y, preferentemente,
ambos alelos (-/-), del gen Vav2 endégeno contienen un DNA exdégeno que ha sido insertado en dicho gen de manera
que dicho mamifero no humano mutante no expresa la proteina Vav2 endégena. El término “knockdown” tal como
se utiliza en la presente invencidn se refiere a la supresion parcial o total de la expresion de la proteina endégena
Vav2 a través de la expresion, por técnicas de transgénesis, de un RNAIi especifico para el mRNA de Vav2 de la
misma especie que el mamifero no humano utilizado que, tras expresarse y anillearse especificamente a dicho mRNA,
provoca su degradacion in vivo. El término “transgénico” tal como se utiliza aqui abarca tanto los “knockdown” ya
mencionados como a aquellos animales mamiferos no humanos que expresen, mediante técnicas de transgénesis, una
forma dominante negativa de la proteina Vav2.
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Las expresiones “Vav2” o “proteina Vav2” se refieren a una enzima intracellular cuya actividad es dependiente de
fosforilacion en tirosinas y que promociona el intercambio de nucleétidos de guanosina en las GTPasas de la familia
Rho/Rac (Schuebel et al. EMBO J. 17: 6608-6621 [1998]; Bustelo, Mol. Cell. Biol. 20: 1461-1477 [2000]). Como
referencia de la proteina Vav2 puede utilizarse la proteina Vav2 codificada por el cDNA del vav2 murino (Genebank,
nimero de acceso para el mRNA: NM_009500; Numero de acceso para la proteina: NP_033526.1). También se refiere
a otras versiones producidas por el gen Vav2 por ajuste diferencial (“splicing”).

Otro objeto particular de la invencién lo constituye un animal modelo de la invencién en el que el animal es un
primate knockout mutante no humano deficiente en la proteina Vav2 endégena.

Un objeto particular de la invencion lo constituye un animal modelo de la invencidn en el que el animal es un ratén
knockout mutante deficiente en la proteina Vav2 endégena generado, bien por recombinaciéon homologa tal y como se
describe en las publicaciones Doody et al. Nat. Immunol. 2: 542-547 [2001]; Tedford et al. Nat Immunol. 2: 548-555
[2001] o, alternativamente, por procesos de integracién de genomas virales u de otro tipo dentro de exones o intrones
del gen Vav2. En ambos casos, dichas modificaciones genéticas conllevan la inactivacién del gen, el cual es incapaz
de dar lugar a los mRNA y proteinas correspondientes.

En una realizacién particular, dichos mamiferos no humanos deficientes en la proteina Vav2 end6gena, son mutan-
tes heterocigotos para dicha mutacién, mientras que en otra realizacién particular, dichos mamiferos no humanos son
mutantes homocigotos para dicha mutacién. La descendencia de los mamiferos no humanos mutantes deficientes en
la proteina Vav2 enddégena constituye un aspecto adicional de la presente invencion.

En otro aspecto, otro objeto de la invencién lo constituye una célula eucariota mutada, en adelante célula Vav2
mutada de la presente invencion, que presenta una disrupcion del gen Vav2 y que por tanto presenta una deficiencia,
parcial o total, en la expresion de la proteina Vav2. Estas células pueden ser derivadas de dichos animales no humanos
mutantes o, alternativamente, mediante la transfeccién de las mismas con RNAi o pldsmidos de expresion que conten-
gan RNAs pequefios de interferencia que degraden el mRNA de la proteina Vav2 enddgena. Estos RNAs pequefios de
interferencia pueden ser introducidos en las células mediante técnicas de transfeccion o, alternativamente, mediante la
utilizacién de vectores viricos como lentivirus, retrovirus, o adenovirus.

Otro objeto particular de la invencién lo constituye una célula Vav2 mutada de la invencién caracterizada porque
es una célula pluripotente indiferenciada, tal como una célula ES (del inglés, embryonic stem), establecida a partir
de la masa interna celular de un embrién del animal modelo de la invencidn en la fase preimplantatoria denominada
blastocisto. Estas células normalmente expresan el producto del gen Vav2 pero la disrupcién de dicho gen impide la
expresion total o parcial de la proteina Vav2. De esta forma, dichas células pueden ser heterocigotas, es decir, que
contienen un alelo mutante y un alelo tipo salvaje del gen Vav2 endégeno o bien homocigotas, es decir, que contienen
los dos alelos mutantes del gen Vav2 endégeno. Todos estos tipos celulares pueden ser propagados y, en su caso y
opcionalmente, inmortalizadas por un experto en base al conocimiento existente en el estado de la técnica de tal forma
que constituyan una linea celular con alteracion de la expresion de la proteina Vav2 parcial o totalmente.

Otro objeto particular de la presente invencidn lo constituye una célula Vav2 mutada de la invencidn caracterizada
porque es una célula diferenciada.

La disrupcién funcional del gen Vav2 endégeno se puede producir de distintas formas. En primer lugar, se puede
realizar mediante recombinacién homoéloga entre una construccién knockout Vav2 y el correspondiente gen Vav2
endégeno de dicha célula hospedadora. Estas construcciones pueden ser, entre muchas otras posibles, las publicadas
en las siguientes contribuciones cientificas: Doody et al. Nat. Immunol. 2: 542-547 [2001]; Tedford et al. Nat Immunol.
2: 548-555 [2001]. La disrupcién puede realizarse mediante la integracion de una secuencia retroviral dentro del gen
Vav2, dando lugar a su inactivacion al no poder generar los RNA mensajeros apropiados. La transformacién celular
mediante recombinacién homdloga del gen Vav2 o por la integracién retroviral antedicha provoca una disrupcion del
gen Vav2 enddégeno y, consecuentemente, la deficiencia en la expresion de la proteina Vav2 en los 6rganos del animal,
un defecto que se traslada de forma constante a la progenie de dicha célula al estar basado en la modificacién de las
secuencias nucleotidicas del gen end6geno.

Por otro lado, pueden existir otras formas para inducir la disrupcién de un gen en una célula mediante un pro-
cedimiento de transgénesis de anulacién de la actividad funcional de un gen. En este procedimiento de transgénesis
comprende la transformacion de una célula eucariota mediante la introduccién de una construccién génica que com-
prende un polinucleétido cuya secuencia de nucledtidos codifica un elemento inhibidor de la expresién del gen Vav2
capaz de anular su actividad biolégica, seleccionandose dicho elemento inhibidor entre:

a) una secuencia de nucleétidos antisentido especifica de la secuencia del gen o del mRNA de la proteina Vav2,

b) una ribozima especifica del mRNA de la proteina Vav2,

¢) un aptamero especifico del mRNA de la proteina Vav2, y

d) un RNA pequefio de interferencia (RNAi) especifico del mRNA de la proteina Vav2.
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e) un microRNA que, al expresarse, provoque la inactivacion del gen o mRNA que codifican la proteina Vav2, y,

f) una secuencia de nucleétidos especifica del gen o del mRNA de la proteina Vav2 que codifique una versién
mutante de la proteina Vav2 que actie como una forma dominante negativa y, de esta forma, compita e inhiba la
proteina Vav2 enddgena presente en dichos animales o células.

Ventajosamente, dicha construccién génica estd incluida dentro de un vector, tal como, por ejemplo, un vector
de expresion o un vector de transferencia. Las secuencias de nucleétidos a)-f) mencionadas previamente impiden
la transcripcidn del gen Vav2 en mRNA, la traduccién del mRNA de Vav2 en la proteina Vav2, o la actividad de
la proteina Vav2 y, por tanto, anulan la funcién bioldgica de esta molécula in vivo. Estas construcciones pueden ser
desarrolladas por un experto en los sectores de la ingenieria genética y Biologia molecular en funcién del conocimiento
existente en el estado del arte sobre transgénesis y anulacion de la expresion génica (Clarke, A.R. (2002) Transgenesis
Techniques. Principles and Protocols, 2* Ed. Humana Press, Cardiff University; Patente US20020128220. Gleave,
Martin. TRPM-2 antisense therapy; Puerta-Ferandez E er al. (2003) Ribozymes: recent advances in the development
of RNA tools. FEMS Microbiology Reviews 27: 75-97; Kikuchi, et al., 2003. RNA aptamers targeted to domain II of
Hepeatitis C virus IRES that bind to its apical loop region. J. Biochem. 133, 263-270; Reynolds A. et al., 2004. Rational
siRNA design for RNA interference. Nature Biotechnology 22 (3): 326-330).

Otro objeto particular de la presente invencion lo constituye la célula mutada de la presente invencién aislada a
partir de un mamifero modelo no humano de la invencion deficiente en la proteina Vav2 endégena.

Una realizacién particular de la presente invencién lo constituye una célula mutada de la invencién seleccionada
preferentemente de una linea celular pertenciente, a titulo ilustrativo y sin que limite el alcance de la invencion, a una
estirpe del siguiente grupo: células del sistema nervioso y del sistema cardiovascular.

Estd incluido dentro del alcance de esta invencidn otros animales no humanos en los que, ademads de la supresion
de la expresién del gen Vav2, se ha suprimido la expresién de uno o mas genes distintos. Dichos animales no huma-
nos se pueden generar utilizando técnicas de dominio publico para la construccién de animales knockout (bien por
recombinacién homdloga, bien por integracién retroviral o de otro tipo), o reproduciendo mamiferos, cada uno con un
gen con la expresion suprimida distinto, y cribando los del genotipo knockout doble. Estas manipulaciones pueden ser
facilmente realizadas por un experto del sector de la técnica.

Los mamiferos de esta invencién tienen una variedad de usos relacionados con la regulacion de la actividad del
sistema nervioso simpdtico y del sistema de regulacién cardiovascular. Asi, estos mamiferos se pueden usar para
evaluar o identificar fairmacos ttiles para la regulacién cardiovascular y simpdtica, es decir, firmacos que potencien o
inhiban dichas actividades. La determinacién de farmacos ttiles implicaria administrar el firmaco candidato al animal
no humano mutante carente de la expresion de la proteina Vav2 enddgena con una variedad de dosis, ensaydndose
seguidamente a diferentes puntos de tiempo los efectos del farmaco en el trastorno nervioso o cardiovascular que se
estd evaluando (ver por ejemplo los pardmetros estudiados en las figuras 8 y 9).

Los mamiferos de la presente invencidén podrian usarse para cribar una variedad de compuestos, solos o en com-
binacién, para determinar si resulta una restauracién o activacién parcial o total de la respuesta simpdética o cardio-
vascular. Se podria aplicar la misma estrategia para encontrar compuestos que fueran ttiles para suprimir los efectos
patolégicos observados en muchos pacientes con hipertension esencial o de base genetica.

Ademads, los mamiferos de la presente invencién pueden ser ttiles para evaluar el desarrollo del sistema nervioso
simpdtico y sus conexiones con otras células, asi como para estudiar los efectos de mutaciones de genes particulares.
Otros usos pueden incluir la prevencién o tratamiento de otros desdrdenes del sistema nervioso simpdtico como, por
ejemplo, condiciones de estrés. Dado que la proteina Vav2 parece ser importante para procesos citoesqueléticos que
determinan, entre otras cosas, la adecuada forma celular, migracion, y otros procesos celulares (formacién de sinapsis,
metastasis, cancer) estos ratones y células no humanos podrian ser de interés para el disefio de compuestos capaces
de prevenir, reducir o aliviar patologias derivadas de dichas alteraciones en la relacién célula-célula (por ejemplo,
trastornos motores derivados del mal funcionamiento del sistema nervioso central o periférico, de la vasculatura,
cancer, metastasis, defectos inmunitarios, etc.).

Por lo tanto, otro objeto de la invencién lo constituye el empleo del animal no humano o de la linea celular de
la invencidn, deficientes en la proteina Vav2 enddgena, en un procedimiento para la determinacion del efecto de
un farmaco o combinacién de farmacos dtiles para la prevencién y/o el tratamiento de enfermedades o transtornos
derivados de dicha deficiencia de la proteina Vav2.

Otro objeto particular de la invencion lo constituye el empleo de los animales modelo no humano de la invencién
o de la linea celular carente de la expresion y/o actividad de la proteina Vav2 en un procedimiento para determinar el
efecto de un farmaco que comprende las siguientes etapas:

a) administracién del farmaco o fairmacos en forma y dosis adecuada al animal no humano de la invencién o a la
célula knockout no humano de la invencién in vitro, y

b) determinacion de su efecto sobre un parametro indicativo de dicha deficiencia de Vav2.
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Otro objeto particular de la invencién lo constituye el empleo de un animal o una célula no humana de la invencién
en el que los fadrmacos son ttiles para la prevencién y/o el tratamiento de una enfermedad, a titulo ilustrativo y sin que
limite el alcance de la invencién, perteneciente al siguiente grupo: hipertension esencial o de base genética, hiperplasia
cardiaca o arterial, procesos nerviosos y disfunciones renales.

Otro objeto particular de la invencion lo constituye el empleo de un animal o una célula knockout no humana
de la invencién en el que la determinacidn del efecto de los farmacos ensayados se realizaria sobre un pardmetro
indicativo de dicha deficiencia de Vav2, a titulo ilustrativo y sin que limite el alcance de la invencion, perteneciente al
siguiente grupo: niveles de presion arterial, ritmo cardiaco, histologia del sistema nervioso y cardiovascular, niveles de
moléculas reguladoras del estado cardiovascular (por ejemplo, angiotensina II, bradiquinina, asi como sus reguladores
biosintéticos y receptores), de neurotransmisores del sistema nervioso simpdtico (diversos tipos de catecolaminas), de
moléculas que intervienen en la regulacién del sistema nervioso simpatico (por ejemplo, GAD65, GAT1, TH, GABA,
glutamato), cardiovascular (marcadores intracelulares, transmembranarias y extracelulares producidas por las células
vasculares del musculo liso) o citoesqueleto (ensamblaje/desensamblaje de actina, motilidad celular, quimiotactismos,
etc.).

Otra realizacion particular de la presente invencién lo constituye el empleo de un animal de la invencién en el que
el animal es un roedor o un primate no humano.

Otra realizacion particular de la presente invencién lo constituye el empleo de de una linea celular de la invencién
en el que la linea celular es una linea, a titulo ilustrativo y sin que limite el alcance de la invencién, derivada del sistema
nervioso y/o cardiovascular.

El origen de estos farmacos que son evaluados puede ser variado, de tal forma que pueden ser origen natural (por
ejemplo, de origen vegetal, bacteriano, virico, animales o microorganismos eucariotas) o sintético, y presentan también
una naturaleza variada como por ejemplo un péptido, una proteina, un dcido nucleico, carbohidratos, un anticuerpo,
un compuesto quimico, o cualquier otro tipo de molécula que modifique el pardmetro analizado.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 muestra el estado anatomo-patolégico de las aortas, corazones y rifiones de ratones Vav2~/'~ de cua-
tro meses de edad. La Figura 1A muestra la histologia de las aortas de ratones salvajes (panel superior) y knockout
(panel inferior), donde se aprecia que éstas dltimas poseen una hiperplasia de la capa media de la aorta (las regiones
sefialadas por los asteriscos blancos). La Figura 1B muestra una cuantificacién de los resultados anteriores, refiriendo
valores correspondientes al tamafio de la media de la aorta (panel izquierdo) y del nimero relativo de células de mus-
culo liso presentes en las mismas (panel derecho). Es evidente que, a los cuatro meses de edad, los ratones Vav2~/~
experimentan los siguientes cambios cuando se comparan con los ratones salvajes control: (i) hiperplasia de la media
de la aorta (comparar los dos imagenes presentes en el panel A), la cual se debe tanto a mayores nimeros de células
de musculo liso (cuantificadas en la grafica del panel B) como de fibras de coldgeno y elastina (ver panel A); (ii) una
desorganizacién de la media de la aorta, que pierde su estructura estratificada tipica tanto en su componente fibrilar
como celular. Estudios conducidos en paralelo a éste demostraron que estos defectos estaban circunscritos a la circu-
lacién sanguinea sistémica, puesto que las arterias pulmonares no mostraban alteraciones de ningin tipo cuando se
comparaban con los animales control. La Figura 1C muestra la histologia de los corazones de ratones salvajes (panel
superior) y knockout (panel inferior), donde se aprecia que éstos tltimos poseen una marcada hipertrofia de sus ventri-
culos izquierdos (indicados mediante asteriscos blancos). La cuantificacién del peso (en miligramos) de los ventriculos
izquierdo y derecho, de la ratio ventriculo derecho (VD)/ventriculo izquiedo (VI), y del tamafio de los cardiomiocitos
(expresado en um?) se muestra en la Figura 1D. Estos resultados indican que la hipertrofia del ventriculo izquierdo se
debe fundamentalmente a un aumento en el tamafio medio de los cardiomiocitos de dicha regién. No se observaron
cambios significativos en los ventriculos derechos. La Figura 1E muestra la fibrosis que desarrolla en el corazén de los
ratones Vav2-/- de cuatro meses de edad tal y como se revela con tinciones con rojo Sirio, un colorante que reconoce
especificamente las fibras de coldgeno intersticiales. La Figura 1F corrobora la fibrosis de los ratones Vav2-/- a través
de un método bioquimico basado en la cuantificaciéon de los niveles tisulares de hidroxiprolina, un aminodcido que
esta presente en altas cantidades en las fibras de coldgeno. La Figura 1G muestra la fibrosis que se desarrolla en los
riflones de los ratones Vav2-/- de cuatro meses de edad tal y como se revela con tinciones con rojo Sirio. La Figura
1H muestra la evolucién de la fibrosis renal (estimada a través de los niveles de hidroxiprolina tisulares) a lo largo
de la vida de los ratones Vav2-/-. Estos resultados indican que los ratones Vav2-/-, ademds de sufrir remodelacién
cardiovascular, desarrollan procesos fibréticos tanto en el corazén como en el rifién. Las barras de escala mostradas
en los paneles A, C, E y G representan, respectivamente, 100 (m, 1 mm, 20 (m y 50 (m. Los asteriscos de los paneles
B, D, Fy H representan indices de probabilidad estadisticos menores del 0.01.

La Figura 2 demuestra que los ratones carentes del gen Vav2 desarrollan también problemas renales. La Figura 2A
muestra que los ratones Vav2-/- producen menos orina (estimada en (1/dfa) que los animales control. La Figura 2B
muestra, mediante técnicas de imagen en tiempo real usando resonancia magnética, que la filtracién de los rifiones es
menor en los ratones Vav2-/- que en los control. La Figura 2C ensefia que los rifiones de los ratones Vav2-/-, cuando
comparados con los de ratones salvajes control, excretan menos cationes sodio, aunque la excrecién de cationes potasio
y aniones cloruro no cambia significativamente. La Figura 2D muestra que la liberacién de creatinina en orina esta
ligeramente disminuida en los rifiones de los ratones Vav2-/-. Los simbolos “#” y “*” indican en todos los paneles
indices de probabilidad estadistica menores del 0.05 y 0.01, respectivamente.
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La Figura 3 muestra que las disfunciones renales detectadas en los ratones Vav2™'~ (ver Figura 2) son debidas a
incrementos que se producen en los niveles de vasopresina (panel 3A) y aldosterona (panel 3B) en el plasma de estos
animales. Estas dos hormonas regulan, respectivamente, la reabsorcidon de agua y sodio en las nefronas del rifién.
Los simbolos “#” y “*” indican en todos los paneles indices de probabilidad estadistica menores del 0.05 y 0.01,
respectivamente.

La Figura 4 muesta imdgenes obtenidas en tiempo real usando resonancia magnética (RMI) de la cavidad craneal
de ratones Vav2™/~ y Vav2*/*. ¢, cerebelo; e, 0jo; n, nariz; v, ventriculo. La RMI revela zonas de tejidos con alto
contenido en agua (4reas blancas) como son los ventriculos del cerebro (v), los ojos (e), las orejas, la médula de
los dientes, el corazoén, a vejiga, etc. En estas imagenes, el incremento en el tamafio de los ventriculos cerebrales se
observa claramente tanto en secciones frontales (paneles superiores) como horizontales (paneles inferiores) de las RMI
procedentes de ratones Vav2™/~, indicado que estos animales sufren hidrocefalia.

La Figura 5 muestra una tabla en donde se resumen los valores medios y desviaciones estandard obtenidas del ritmo
cardiaco (en latidos/pulsaciones por minuto), presion arterial sist6lica, diastdlica y media (todas ellas expresadas en
milimetros de mercurio) de ratones Vav2*'~ y Vav2~/. Como se ve en la tabla, los ratones Vav2~/~ poseen una marcada
taquicardia e hipertensién cuando se comparan con los ratones salvajes Vav2*/*.

La Figura 6 muestra los niveles de actividad o expresion de moléculas implicadas en la regulacién cardiovascu-
lar. La Figura 6A muestra la evolucién de los niveles plasmaticos de angiotensina II (panel izquierdo, expresado en
picogramos por mililitro de plasma) y bradikinina (panel derecho, expresado en picomoles por militro de plasma) en
ratones Vav2*/* y Vav2~'~ en ratones de las edades indicadas (expresada en meses). La Figura 6B describe los niveles
de expresion relativos del RNA mensajero para los receptores AT1 (AT1a y AT1b) de la angiotensina II en los tejidos
indicados de los ratones Vav2~/~ en comparacion con los presentes en los ratones salvajes, todos ellos de cuatro meses
de edad. La Figura 6C (panel izquierdo) describe los niveles de actividad de la proteasa renina en ratones salvajes
(barras negras) y homocigotos knockout (barras blancas) (expresada en nanomoles por hora) de cuatro meses de edad.
La Figura 6C (panel derecho) describe los niveles de actividad de la enzima convertidora de angiotensina (ECA) en
ratones salvaje (barras negras) y knockout (barras blancas) de cuatro meses de edad (expresados en nanomoles por
minuto). Estas determinaciones se realizaron utilizando técnicas de radioinmunoensayo (RIA, panel C), reaccién en
cadena de la polimerasa en modalidad cuantitativa (panel B) y ELISA (paneles A y B). La Figura 6D muestra la
evolucién durante la vida de los ratones salvaje y homocigoto knockout para Vav2 de los niveles plasmaéticos de ca-
tecolaminas (neurotransmisores especificamente liberados por las neuronas del sistema nervioso simpético). El panel
izquierdo de la Figura 6D muestra los niveles de noradrenalina (expresados en nanomoles por litro de plasma). El
panel medio de la Figura 6D muestra los niveles de adrenalina (expresados en nanomoles por litro de plasma). El
panel derecho de la Figura 6D muestra los niveles de dopamina (expresados en nanomoles por litro de plasma). Estos
valores se calcularon utilizando técnicas de ELISA (para la noradrenalina y la adrenalina) y RIA (para el célculo de los
niveles de dopamina) con ratones de la edad indicada (expresada en en meses). En todos los casos, los simbolos “#” y
“*” indican indices de probabilidad estadistica menores del 0.05 y 0.01, respectivamente. Los resultados presentados
en esta figura indican que, cuando se comparan con los ratones Vav2*/*, los ratones Vav2~/~ poseen las siguientes
alteraciones fisioldgicas: (i) niveles elevados de angiotensina II desde un mes tras el nacimiento y hasta, al menos, 12
meses de vida (panel A), (ii) niveles disminuidos de bradikinina a partir de un mes de edad (panel A), (iii) expresién
elevada del mRNA de los receptores AT1 (panel B), (iv) aumento de los niveles de actividad de las enzimas renina y
ECA (panel C), v) aumento de los niveles de noradrenalina y adrenalina pero no de dopamina (panel D). La Figura 6E
muestra la hiperplasia de la médula de la gldndula suprarrenal en los ratones Vav2~/~ a través del andlisis de secciones
histoldgicas de gldndulas suprarrenales de ratones Vav2*'* y Vav2~/~ de cuatro meses de edad tefiidas con hematoxi-
lina-eosina. Se aprecia un aumento significativo del tamafio de las glandulas con la edad en los ratones Vav2~/~. La
Figura 6F demuestra que el aumento en el tamafio de la gldndula suprarrenal se debe exclusivamente a una hipertrofia
de su regién medular y no de la cortical, como se aprecia por el aumento de la razén médula/cértex en dichos animales
(panel derecho). El panel derecho de la misma Figura muestra que la gldndula suprarrenal en su conjunto experimenta
un tamafio considerable de tamafio cuando se compara su peso con el del animal en su conjunto.

La Figura 7 muestra el estado de la gldndula suprarrenal en los animales Vav2*/* y Vav2~'~ de cuatro meses de
edad. La Figura 7A muestra una tincién de hematoxilina y eosina donde se demuestra la hipertrofia existente en las
células simpdticas de la médula suprarrenal. La Figura 7B muestra imdgenes obtenidas por microscopia electrénica
donde se aprecia que las células de la médula suprarrenal de los ratones Vav2~/~ carecen de los granulos de secrecion
de catecolaminas (se indica uno con una fecha blanca), un resultado que es indicativo de la alta actividad secretora de
estas células. La Figura 7C muestra una inmunocitoquimica con anticuerpos contra la enzima tirosin hidroxilasa (un
marcador de actividad simpdtica), donde se aparecia un aumento considerable en la expresion de este enzima en las
médulas (dreas sefialadas con la letra “m”) suprarrenales de los ratones Vav2~/~. Las barras de escala corresponden a
20 um (panel A), 4 mm (paneles B) y 140 um (panel C).

La Figura 8 muestra los efectos de diversos inhibidores de enzimas del sistema renina-angiotensina II en la enfer-
medad cardiovascular de los ratones deficientes en el gen Vav2. Estos inhibidores incluyen el captopril y el losartan.
En primero es un inhibidor especifico de la actividad del enzima ECA. El losartdn es un antagonista de la angiotensina
II que bloquea su interaccion con los receptores de tipo AT1. La Figura 8A-C muestra los efectos del tratamiento con
captopril sobre diferentes parametros cardiovasculares de los ratones salvaje y homocigoto knockout. En este caso,
los ratones de 3 meses de edad fueron tratados ad libitum en ausencia (-) o presencia (+) de captopril (presente en el
agua que bebian) durante cinco semanas. Tras dicho tratamiento, se evaluaron los niveles en plasma de angiotensina
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II (expresado en picogramos por mililitro; grafica izquierda del panel A), de bradikinina (expresada en picomoles por
mililitro; gréfica en posicién media del panel A) y de noradrenalina (expresada en nanogramos por mililitro; gréfica
derecha de panel A), la histologia del corazén (Figura 8B, imdgenes de las linea superior) y aorta (Figura 8B, imdgenes
de la linea inferior) y la fibrosis del corazén (Figura 8C, imdgenes de la linea superior) y rifién (Figura 8C, imdgenes de
la linea inferior). Los asteriscos blancos indican el ventriculo izquierdo del corazén (imdgenes de la linea superior del
panel) y la media de la aorta (imédgenes de la linea inferior del panel). En todos los paneles se aprecia que el tratamiento
con captopril inhibe la enfermedad cardiovascular tipica de los ratones Vav2~/~, tal como se ve en rescate de los niveles
normales de angiotensina II, bradikinina y noradrenalina (A) asi como en las histologias normales de sus aortas (B),
corazones (B, C) y rifiones (C). Es rescate de la fibrosis del corazén y rifién por el captopril se corroboré mediante téc-
nicas bioquimicas que evaluaban el contenido de hidroxiprolina en dichos érganos (Figura 8D). La Figura 8E muestra
el efecto del losartdn sobre la presion arterial media (PAM) de los ratones Vav2*/* (barras negras) y Vav2~/~ (barras
blancas) tras 30 minutos de tratamiento. Se aprecia que el tratamiento con losartdn produce una rapida disminucién
de la presién arterial media (expresada en milimetros de mercurio) tanto en los ratones salvajes como homocigotos
knockout. Los ratones usados tenfan en este caso una edad de cuatro meses. Los efectos del losartan y captopril sobre
la enfermedad cardiovascular y renal de los ratones Vav2~/~ confirma que la desregulacién de la ruta de la angiotensina
I estd detrds de dicha patologia. En los paneles A, D y E, los asteriscos indica un indice de probabilidad estadistica
menor del 0.01.

La Figura 9 describe el efecto del propranolol sobre la enfermedad cardiovascular presente en los ratones Vav2™.
El propanolol es una molécula antagonista de los receptores beta-adrenérgicos, por lo que bloquea la accién de las
catecolaminas producidas por el sistema nervioso simpdtico. El tratamiento con propranolol sigui6 el mismo sistema
que el tratamiento con captopril mencionado en la Figura 8 (ver mds arriba). La Figura 9A muestra el efecto del
propranolol sobre la presion arterial media (PAM) (expresada en milimetros de mercurio) de los ratones Vav2*/* y
Vav2~'~. La Figura 9B muestra el efecto del propranolol sobre el ritmo cardiaco (expresado en pulsaciones por minuto)
de los ratones Vav2*'* y Vav2~/~. La Figura 9C muestra el efecto del propranolol sobre los niveles de angiotensina
II (expresados en picogramos por mililitro de plasma) de los ratones Vav2*/* y Vav2~/~. En todos estos casos, los
asteriscos indican indices de probabilidad estadistica menores del 0.01. La Figura 9D muestra que el tratamiento con
propranolol bloquea la aparicién de la hipertrofia de la aorta (paneles inferiores) y del ventriculo izquierdo del corazén
caracteristico (paneles superiores) de los ratones Vav2~/~. La Figura 9E muestra, a través de tinciones de cortes de
tejidos con el colorante rojo Sirio, que el tratamiento con propranolol bloquea la aparicién de la fibrosis del corazén
(paneles superiores) y rifién (paneles inferiores) de los ratones Vav2~/'~. La Figura 9F ensefia, a través la determinacion
de los niveles de hidroxiprolina presentes en los 6érganos indicados, que el tratamiento con propranolol bloquea la
aparicion de la fibrosis del corazon y rifién de los ratones Vav2~/~ que, ahora, son indistinguibles de los controles. Los
asteriscos indican indices de probabilidad estadistica menores del 0.01.

Ejemplos de realizacion

Las aplicaciones de la presente invencion en relacion con su utilidad para el estudio biolégico o farmacoldgico

de problemas cardiovasculares, renales y nerviosos se entenderan mejor con referencia al siguiente ejemplo. Este
ha sido realizado utilizando ratones mutantes carentes de la expresion de la proteina Vav2 como consecuencia de la
inactivacion del gen Vav2 por técnicas de recombinacién homéloga. Similares resultados serfan obtenidos en caso de
que este modelo animal fuese sustituido por los demds animales no humanos mutantes incluidos en esta patente. En
todo caso, el ejemplo propuesto no se debe considerar de ninguna forma limitante del alcance de la invencion.

Ejemplo 1
Preparacion de un raton knockout de Vav2

Cepas de ratén knockout mutantes deficientes en la proteina Vav2 endégena pueden ser generados a través de va-
rias vias. Por ejemplo, puede seguirse los procedimientos previamente descritos tanto por Doody et al. Nat. Immunol.
2: 542-547 [2001] como por Tedford et al. Nat Immunol. 2: 548-555 [2001], los cuales inactivaron el gen endégeno
a través de la integracién en el mismo de secuencias procedentes de diferentes zonas del mismo gen, siempre modifi-
cadas por tecnologia de ADN recombinante para que incluyesen secuencias nucleotidicas fordneas. Estas secuencias
exdgenas, al incorporarse al gen endégeno por recombinacién homéloga, originan la disrupcidn transcripcional del
gen endégeno y, como consecuencia, la falta de expresion de su mRNA y proteina. Estas no son las tinicas vias, puesto
que la inactivacién del gen endégeno puede realizarse empleando cualquier otra secuencia nucleotidica obtenida de
otras zonas del mismo locus. En nuestro caso, se utilizaron los procedimientos descritos por Doody et al. Nat. Im-
munol. 2: 542-547 [2001] para conseguir la inactivacion del gen Vav2 enddgeno. Estos procedimientos pueden ser
realizados por un experto en el sector de ingenieria genética en funcién del conocimiento existente en el estado del
arte sobre transgénesis y anulacion de la expresién génica (Clarke, A.R. (2002) Transgenesis Techniques. Principles
and Protocols, 2* Ed. Humana Press, Cardiff University).
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Ejemplo 2
Andlisis de los efectos de la eliminacion de la proteina Vav2
2A. Histologia de arterias, corazon, rifiones y cdpsulas suprarrenales

Estos tejidos fueron aislados, seccionados y fijados en paraformaldehido al 4% en una solucién salina fisiologica y
embebidos en parafina (Termo Electrén Corporation, New-York, NY, EE.UU.). Tras ser cortadas con un microtomo,
las secciones (2-3 um) fueron tefiidas con hematoxilina-eosina. Las cuantificaciones del nimero de células en las
secciones teflidas fueron realizadas a ciegas utilizando en software Metamorph-Metaview (Universal Imaging Co.,
West Chester, PA, EE.UU.).

Es evidente que, a partir de los cuatro meses de edad, los ratones Vav2~/~ experimentan los siguientes cambios
cuando se comparan con los ratones salvajes control: (i) hiperplasia de la media de la aorta, la cual se debe tanto a un
mayor nimero de células de musculo liso como de fibras de coldgeno y elastina (Figura 1 A-B); (ii) una desorganizacién
de la media de la aorta, que pierde su estructura estratificada tipica (Figura 1A); (iii) una hiperplasia del ventriculo
izquierdo del corazén (Figura 1C-E); (iv) ningiin cambio significativo en la morfologfa de los rifiones y, (v) una
marcada hipertrofia de la médula suprarrenal (Figuras 6E,Fy 7A).

2B. Determinacion de la fibrosis cardiaca y renal

Para la visualizacién in situ de fibrosis, secciones de corazdn y rifiones embebidas en parafina fueron tratadas con
rojo Sirio (Fluka, Buchs, Suiza) para teiiir el coldgeno intersticial. Para la cuantificacién del colageno total presente en
los 6rganos en estudio, se determind el contenido de hidroxiprolina mediante espectrometria (Flores et al. Exp Nephrol.
6: 39-49 [1998]). Como se muestra en la Figura 1E-G, es evidente que los ratones Vav2~'~ desarrollan fibrosis tanto
en el corazén como en los rifiones, una alteracion patolégica que se observa por primera vez en animales mayores de
cuatro meses de edad.

2C. Determinacion de actividades renales

La orina de animales fue colectada de manera individualizada en jaulas metabdlicas durante 24 hr. Esto se realiz6
recogiendo la orina en tubos graduados que contenian 100 ul de 0.1% 4cida sédica (para evitar contaminaciones por
microorganismos) y 1 ml de aceite mineral (para evitar la evaporacioén de las muestras). Muestras de sangre (150 ul)
fueron recogidas a través de la vena caudal de los animales en estudio para medir los niveles plasméticos de creatinina.
La concentracién de este metabolito en orina y plasma fue medida usando una modificaciéon del método de la reaccién
de Jaffé (Valdivieso et al. Am. J. Physiol. Regul. Inegr. Comp. Physiol. 280: R771-R779 [2001]). La concentracién
de electrolitos en sangre fue determinada usando un autoanalizador Hitachi. Estos experimentos demostraron que los
ratones Vav2~/~ orinaban menos y presentaban tasas menores de excreccion de sodio y liberacion de creatinina (Figura
2A, 2C y 2D). La actividad renal también se determiné a través de la visualizacién en tiempo real de la filtracién de
fluidos por los rifiones de los animales en estudio mediante técnicas de imagen por resonancia magnética (MRI). Para
ello, los animales fueron anestesiados por inhalacién de 4% isofluorano y mantenidos inconscientes durante todo el
tiempo de andlisis por imagen mediante la administracién constante de 2% isofluorano. Los animales anestesiados
fueron puestos en un registrador termostatizado que mantuvo su temperatura a ~37°C. La MRI se realiz6 usando un
aparato MBruker Pharmascan (Bruker Medical Gmbh, Ettlingen, Alemania). Para obtener un contraste dindmico de
las tasas de filtracion renal en tiempo real, las imagines de MRI se recogieron tras la inyecciéon de GADTPA (0.2
mmol/kg peso corporal, B Magnevist, Schering) en la vena caudal. Durante los experimentos, las tasas respiratorias y
de temperatura corporal fueron monitorizadas constantemente utilizando un monitor fisiolégico Biotrig (Bruker). Para
cuantificar las tasas de filtracidn, se definieron dreas idénticas en cada una de las imagenes obtenidas tanto en el cortex
como en la médula renal, las cuales se mantuvieron constantes a lo largo del anélisis de todas las series de imagenes
recogidas. La evolucién de la intensidad del GdADTPA en dichas dreas fue medida utilizando imagenes recogidas cada
3 min usando el programa informdtico Image J (National Institutes of Health, EE.UU.). Estos experimentos por MRI
confirmaron que los ratones Vav2~/~ tenfan niveles de filtracién menores que los animales salvaje control en la corteza
renal (Figura 2B).

2D. Determinacion de hormonas reguladores de la actividad renal

Se utilizaron técnicas de ELISA para la determinacién de los niveles plasméticos de vasopresina (Arg-Vasopressin
ELISA kit, Assay Designs, Ann Arbor, MI, EE.UU.) y aldosterona (Aldosterone ELISA, IBL, Hamburgo, Alema-
nia) tal como indicaban los protocolos del suministrador comercial. Estos estudios demostraron niveles elevados de
estas dos hormonas en el plasma de los ratones Vav2~/~ (Figura 3). También permitieron ver que el tratamiento con
propranolol bloqueaba el incremento de ambas hormonas en el plasma de estos ratones (Figura 10).

2E. Visualizacion de la hidrocefalia
En este caso, la MRI se realiz6 en el cuerpo entero del animal tal como se indic6 en una seccién anterior, salvo que

se omiti6 la inyeccién del trazador GADTPA. Estos estudios demostraron un aumento considerable de los ventriculos
cerebrales de los ratones Vav2~/~, lo que indicaba un sindrome hidrocefélico (Figura 4).
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2F. Presion arterial y frecuencia cardiaca

Todas las determinaciones hemodindmicas fueron llevadas a cabo en conformidad con las disposiciones nacionales
e internacionales sobre uso y cuidado de animales de laboratorio (Consejo de Europa, publicacién en el Diario official
n° L358/6, pag. 8509-8512, 18 de diciembre de 1986; BOE n° 67, pag. 8509-8512, 18 de marzo de 1988; “Guide for
the care and use of laboratory animals”, NIH publication n° 8523). Los ratones fueron anestesiados con pentobarbital
sddico (40 mg/kg peso corporal) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.). Dosis adicionales de pentobarbital sédico
(10 mg/kg de peso corporal) fueron administradas durante el experimento cuando se necesité mantener los animales
anestesiados. Para medir la presion arterial y el ritmo cardiaco, los ratones fueron sometidos a una traqueotomia. Pos-
teriormente, la arteria carétida derecha fue canulada con un tubo PE-10 conectado a su vez a un tubo PE-50 y, éste,
a un transductor de presion para permitir la medicion continua de la presion arterial y el ritmo cardiaco. Los valores
experimentales fueron recogidos usando un grabador de datos digital (MacLab/4e, AD Instruments, Castle Hill, Aus-
tralia) y analizados usando el programa informético Chart v3.4. La presion arterial basal (sist6lica, diast6lica y media)
asi como el ritmo cardiaco fueron registrados tras un periodo de adaptacién de 20 minutos en todos los experimentos.
Para registrar la presion arterial y frecuencia cardiaca en estado consciente, se utilizé un sistema automatizado multi-
canal utilizando un manguito alrededor de la cola de los animales y un sensor fotoeléctrico (Niprem 546, Cibertec SA,
Madrid, Espaia).

Como se ve en la Tabla de la Figura 5, los ratones Vav2™~ -pero no los Vav2*/*- poseen una marcada taquicardia e
hipertensién tanto anestesiados como sin anestesiar.

2G. Determinacion de los niveles plasmdticos de angiotensina Il y bradikinina

La concentracién de la angiotensina II en plasma se determiné por ELISA usando el kit Angiotensin II Enzyme
Immunoassay (SPI, Bio, Massy, Francia), exactamente como se indica en el protocolo de la empresa suministradora.
Para ello, se recogieron muestras de sangre de cada ratén en tubos conteniendo 4% EDTA (Sigma-Aldrich). Tras ello,
100 wl del plasma de cada ratén se incubaron independientemente en placas cubiertas con un anticuerpo monoclonal
contra la angiotensina II. Tras ser lavados y sometidos a un tratamiento desnaturalizante, la angiotensina II se hizo
reaccionar con un anticuerpo monoclonal contra la angiotensina II marcado con acetilconinesterasa para inducir una
reaccion colorimétrica. La intensidad del color se determiné seguidamente por espectrometria (entre 405 y 414 nm).

La concentracién de la bradiquinina en plasma de ratones se analiz6 utilizando un kit de RIA comercial de acuerdo
con el protocolo del fabricante (Markit-M Bradykinin, Dainippon Pharmaceutical Co., Osaka, Japan). En cada muestra
se emplearon 200 ul de plasma.

Estos protocolos permitieron descubrir, entre otras cosas, que los niveles de angiotensina I y bradiquinina estaban
elevados y reducidos en los ratones Vav2~/~, respectivamente (Figura 6A). También permitieron ver que el tratamiento
con captopril bloqueaba el incremento de angiotensina II (Figura 8A) y la disminucién de la bradikinina (Figura
8A) en estos ratones, un efecto que también se observaba con el tratamiento de los mismos ratones con el inhibidor
propranolol (Figura 9C).

2H. Determinacion de niveles de expresion de receptores AT, para la angiotensina I1

La cuantificacién de los niveles de expresion de los RNA mensajeros para los receptores AT1 de la angiotensina
IT se realiz6 mediante la técnica de RT-PCR en tiempo real. Para ello, se utiliz6 inicialmente el reactivo Trizol (Life
Technologies, Rockville, MD, EE.UU.) para obtener los RNA totales de corazén, aorta, y arteria pulmonar de los
diferentes ratones. La retrotranscripcién y PCR cuantitativa se llevd a cabo consecutivamente usando el kit Quantitec
SYBR Green RT-PCR (Qiagen, Hilden, Germany). La amplificacién en cadena de la polimerasa se llevé a cabo con
dos cebadores de oligonucledtidos especificos para los receptores AT1:

ATI-F:  5-AAAGGCCAAGTCGCACTCAAG-3’ (SEQ ID NO1)

ATI-R: 5’ ATTTAGTCCGATGCTGCCCTG-3’ (SEQ ID NO2)

y el termociclador iCycler iQ (BioRad, Manchen, R.F. Alemana) usando el intercalador SybrGreen como marcador
fluorescente. Las amplificaciones fueron evaluadas utilizando el “iCycler iQ Real Time Detection System software”
(BioRad, Hercules, CA, EE.UU.). Como testigo para permitir la normalizacién de resultados entre las diferentes
muestras, se usé en paralelo una RT-PCR cuantitativa en tiempo real del RNA mensajero que codifica para la proteina
p36™. En este caso, los cebadores usados en la PCR fueron el p36b4-F (5’-GTGTTTGACAACGGCAGCATT-3’)
(SEQ ID NO3) y el p36b4-R: 5’-TTGATGATGGAGTGT GGCACC-3’) (SEQ ID NO4). Estas técnicas permitieron
demostrar que el mRNA para los receptores AT1 estaban incrementados en la aorta y el corazén de los ratones Vav2~/~
(Figura 6B).

21. Determinacion de los niveles de actividad de renina y ECA

Los ensayos cuantitativos de la actividad de la renina en el plasma de ratones fue medida por RIA usando un kit
comercial (Ren-CT2) y de acuerdo con las recomendaciones del proveedor (Schering Espafia SA, Madrid, Espafia).
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Brevemente, el ensayo se realiza en 250 ul de plasma suplementado con 4% EDTA (Sigma-Aldrich) como anticoagu-
lante. El paso principal del ensayo es la generacion de angiotensina I marcada con '*1 durante una incubacién a 37°C
durante 1.5 horas. Consecuentemente, el principio del ensayo estd basado en la competicién entre la angiotensina I
marcada y la angiotensina I contenida en los testigos o especimenes a ensayar por un nimero fijo y limitado de sitios
de unidn del anticuerpo contra angiotensina I. La radioactividad es medida con un contador de centelleo gamma. Estos
ensayos indicaron que la actividad de la renina estaban elevados en los ratones Vav2~'~ (Figura 6C).

La actividad de la enzima convertidora de angiotensina I (ECA) se determiné mediante el uso del tripéptido Hip-
purly-His-Leu (Chevillard et al., Eur. J. Pharmacol., 148: 79-91 [1998], Chevillard et al., J. Cardiovasc. Pharmacol.,
14:297-301 [1999]). La proteasa ECA puede cortar dicho tripéptido, tras lo cual el producto de la reaccién (Hippurly-
His) puede ser cuantificado mediante métodos espectrofluorimétricos utilizando o-oftalaldehido. Para realizar estos
analisis, los corazones de ratones de los genotipos adecuados se homogenizaron en presencia de 50 mM KPO,. Tras la
eliminacién del material insoluble, se tomaron 100 u del lisado (conteniendo un total de 20 mg de extracto proteico),
afiadiéndoseles seguidamente 50 ul de agua y 100 ul de Hippurly-His-Leu 1.5 M (Sigma-Aldrich). Tras una incuba-
cién a 37°C durante 10 min, las reacciones se pararon por la adicién de 1,45 ml de 280 mM NaOH. Seguidamente, la
reaccion de fluorescencia se realizé mediante la adicién de 100 ul de o-oftalaldehido al 1% (Sigma-Aldrich) durante
10 minutos en la oscuridad, tras lo cual se afiadieron 200 ul de 3N HCl durante 30 minutos para permitir la liberacién
de fluorescencia. La intensidad de ésta en la longitud de onda de 486 nm fue determinada mediante un fluorimetro
convencional (Perkin Elmer). Estos ensayos permitieron descubrir que la actividad de la ECA estaba elevada en los
ratones Vav2~/~ (Figura 6C).

2J. Cuantificacion de los niveles de catecolaminas en plasma

Los niveles de noradrenalina, adrenalina y dopamina en el plasma de ratones fueron determinados por ELISA
(noradrenalina y adrenalina) o RIA (dopamina) usando un kit comercial (CatCombi ELISA, IBL-Hamburg, R.F. Ale-
mana). El uso de estas técnicas permitié observar que los niveles adrenalina y noradrenalina, pero no los de dopamina,
estaban elevados en los ratones Vav2~/~ desde el nacimiento (ver Figura 6D). También sirvieron para demostrar que el
captopril inhibe el incremento de noradrenalina en el plasma de estos animales (Figura 8A).

2K. Microscopia electronica de la gldndula suprarrenal

Las gldndulas de ratones de cuatro meses de edad fueron disectadas en un tampén fosfato 0.1 M (pH 7,4) suple-
mentado con paraformaldehido (Sigma-Aldrich) al 4% y glutaraldehido (Sigma-Aldrich) al 1%. Las muestras fueron
cortadas seguidamente con un ultratomo Ultracut E (Reichert-Jung LEICA, Orleand, PA, EE.UU.) y fijadas en tamp6n
fosfato 0,1 M (pH 7.4) conteniendo tetroxido de osmio al 1%. Las secciones fueron deshidratadas mediante pases
secuenciales en soluciones de acetona (Merck, Whitehouse Station, NJ, EE.UU.) a 30, 50, 70, 80 y 100% y embebidos
en una resina de Araldita-Durcupan (Sigma-Aldrich). Se usaron secciones semifinas para identificar la localizacién y
orientacion de los tejidos. Finalmente, secciones ultrafinas fueron cortadas y tefiidas con acetato de uranilo (Emscope,
Urbana, 11, EE.UU.) y citrato de plomo (Merck, Whitehouse Station, NJ, EE.UU.). El uso de estas técnicas permitié
demostrar la alta actividad de las células simpaticas presentes en la médula suprarrenal (Figura 7B).

2L. Deteccion de niveles de tirosin hidroxilasa (TH) la gldndula suprarrenal

La TH es un marcador especifico del sistema nervioso simpdtico, siendo el enzima que cataliza el paso limitante
de la produccién de catecolaminas en dichas células. Secciones de la gldndula suprarrenal obtenidas segtin lo indicado
en la Seccidn 1A fueron analizadas por técnicas inmunocitoquimicas estdndar utilizando anticuerpos de conejo contra
la tirosin hidroxilasa (diluciéon 1:100; Chemicon, Temecula, CA, EE.UU.). Tras una incubacién a 4°C durante 48
horas, las secciones fueron lavadas con TBS-T (5 mM Tris-HCI (pH 7.4), 140 mM NaCl, 0.1% Tween) e incubadas
con leche en polvo descremada resuspendida en TBS-T y suplementada con un anticuerpo de cabra contra IgG de
conejo acoplado a la peroxidasa de rabano (1:200, Amersham Biosciences Co.). Tras una incubacién durante 1 hora a
temperatura ambiente, las secciones se lavaron y trataron con daminobenzida (DakoCytomation, Glostrup, Denmark).
Tras la reaccidn, las secciones fueron lavadas otra vez, tefiidas con hematoxilina-eosina, y cubiertas con cubreobjetos
para su visualizacién por microscopia. Estos estudios demostraron los altos niveles de TH en la médula suprrarenal de
los ratones Vav2~/~ (Figura 7C).

2M. Cuantificacion de los efectos del captopril y losartdn

Ratones de tres meses de edad fueron mantenidos en el animalario con agua de beber que contenia o carecia del
inhibidor captopril (Sigma-Aldrich, concentracién 100 pg/ml). El captopril es una molécula que inhibe la actividad del
enzima ECA. Tras un periodo de 5 semanas, la presion arterial y ritmo cardiaco fueron determinados como se indica en
la Seccién 1F. Alternativamente, los ratones fueron sacrificados, tras lo cual su plasma fue utilizado para determinar la
concentracién de angiotensina II y bradikinina (ver Seccién 1G) y estudios histoldgicos y bioquimicos con secciones
de corazén, aorta y rifiones (ver Secciones 1A'y 1B). El inhibidor losartdn (DUP 153), un antagonista de la angiotensina
IT que bloquea su interaccion con los receptores de tipo AT1, fue obtenido de DuPont (Willmington, DE, EE.UU.),
disuelto en solucion salina fisiolégica, y suministrado a los ratones en una dosis sencilla (10 mg/kg de peso corporal)
a través de un catéter introducido en la vena yugular izquierda de cada ratén. El losartdn fue suministrado como un
bolo, usando intervalos de tiempo entre las inyecciones de suficiente extension para permitir el retorno de la presién
arterial a niveles basales. La presion arterial se determiné como en la Seccién 1F.
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En la Figura 8 se aprecia que el tratamiento con captopril inhibe la enfermedad cardiovascular tipica de los ratones
Vav2~/~, tal como se ve en los niveles bajos de angiotensina II y noradrenalina (A), los niveles altos de bradikinina
(A) asi como en las histologias normales de sus aortas (B), corazones (B) y rifiones (C). El captorpil también bloquea
el desarrollo de la fibrosis de los corazones y rifiones de los ratones Vav2~~. La Figura 8 muestra también que el
tratamiento de los ratones Vav2~/~ con losatdn produce una rdpida disminucién de su presion arterial media (expresada
en milimetros de mercurio) (Figura 8E). En resumen, los efectos de estos dos inhibidores sobre la enfermedad car-
diovascular de los ratones Vav2~/~ confirma que la desregulacion de la ruta de la angiotensina II esté detrds de dicha
patologia.

2N. Cuantificacion de los efectos del propranolol

El propanolol es una molécula antagonista de los receptores beta-adrenérgicos, por lo que bloquea la accién de
las catecolaminas producidas por el sistema nervioso simpético. Ratones de tres meses de edad fueron mantenidos en
el animalario con agua de beber que contenia o carecia del inhibidor propranolol (Sigma-Aldrich, concentracién 0,5
pg/ml). Tras un periodo de 5 semanas, la presion arterial y ritmo cardiaco fueron determinados como se indica en la
Seccién 1F. Alternativamente, los ratones fueron sacrificados, tras lo cual su plasma fue utilizado para determinar la
concentracién de angiotensina II (ver Seccioén 1G) y estudios histolégicos y bioquimicos con secciones de corazon,
aorta y rifiones (ver Secciones 1A y 1B). Como se ve en la Figura 9, este tratamiento bloquea el desarrollo de todos
los pardmetros de la enfermedad cardiovascular y renal de los ratones Vav2~/~, incluyendo la hipertensién (A), la
taquicardia (B), los niveles altos de angiotensina II (C), la hipertrofia cardiaca y arterial (D) y la fibrosis cardiaca y
renal (E, F).
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REIVINDICACIONES

1. Mamifero no humano knockout ttil como modelo experimental caracterizado porque carece de la actividad de
la proteina Vav2 enddgena.

2. Mamifero no humano segun la reivindicacién 1 caracterizado porque pertenece al siguiente grupo: conejos,
hamsteres, ratas y ratones; y primates no humanos.

3. Mamifero no humano segtin la reivindicacién 1 caracterizado porque es un primate mutante no humano defi-
ciente en la proteina Vav2 enddgena.

4. Mamifero no humano segtin la reivindicacion 1 caracterizado porque es un ratén mutante deficiente en la
proteina Vav2 endégena.

5. Procedimiento de obtencién de un mamifero no humano segun las reivindicaciones 1 a la 4 caracterizado
porque se realiza por recombinacién homoéloga del gen Vav2 que comprende las siguientes etapas:

a) elaboracién de una construccién knockout de recombinacién homéloga Vav2 con seleccién positiva que
comprende unas regiones de homologia con sendas secuencias de nucleétidos presentes en dicho gen Vav2
enddgeno,

b) transformacién de una célula con la construccién knockout de a),

c¢) seleccién de los homélogos recombinantes mediante la técnica de seleccion positiva, y

d) las células con la construccidén insertada se introducen en embriones que posteriormente son implantados
en hembras receptoras para su adecuada gestacion, dejandose que se desarrollen a término seguidamente.

6. Procedimiento segun la reivindicacién 5 caracterizado porque la construccién knockout de recombinacién
homéloga Vav2 de a) es una secuencia de dcido nucleico que comprende:

(1) una secuencia de acido nucleico de una parte del gen Vav2,

(i1) una secuencia marcadora empleada para detectar la presencia de la construccién knockout en la célula trans-
fectada, y

(iii) la presencia de “brazos” con secuencias nucleotidicas idénticas al gen enddgeno con el fin de facilitar la
recombinacién homologa del vector knockout con el gen endégeno.

7. Procedimiento segun la reivindicacion 6 caracterizado porque la secuencia de 4dcido nucleico de una parte del
gen Vav2 de (i) comprende:

a) una secuencia total o parcial de uno o mds exones y/o intrones del gen Vav2,

b) una secuencia promotora total o parcial del gen Vav2,

¢) cualquiera de sus combinaciones, 0

d) una secuencia de cDNA de Vav2.

8. Procedimiento segun la reivindicacion 7 caracterizada porque la secuencia de dcido nucleico de una parte del
gen Vav2 de la construccién knockout de (i) es una cualquiera de las formas homélogas del gen Vav2 existentes en un

mamifero no humano.

9. Procedimiento segun la reivindicacion 8 caracterizada porque la forma homoéloga del gen Vav2 pertenece a un
animal del siguiente grupo: conejos, hamsteres, ratas y ratones y primates no humanos.

10. Procedimiento segtn la reivindicacién 6 caracterizado porque la célula transformada de b) es una célula madre
embrionaria (ES).

11. Construccién knockout de recombinacién homdloga Vav2 caracterizada porque es una secuencia de dcido
nucleico disefiada para disminuir o suprimir la expresién de la proteina Vav2 codificada por secuencias de DNA
enddgeno en una célula y comprende:

(i) una secuencia de dcido nucleico de una parte del gen Vav2,
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(i1) una secuencia marcadora empleada para detectar la presencia de la construccién knockout en la célula trans-
fectada, y

(iii) la presencia de “brazos” con secuencias nucleotidicas idénticas al gen enddégeno con el fin de facilitar la
recombinacién homologa del vector knockout con el gen endégeno.

12. Construccién knockout de recombinacién homologa Vav2 segin la reivindicacion 11 caracterizada porque la
secuencia de 4acido nucleico de una parte del gen Vav2 (i) comprende:

a) una secuencia total o parcial de uno o mds exones y/o intrones del gen Vav2,

b) una secuencia promotora total o parcial del gen Vav2,

¢) cualquiera de sus combinaciones, o

d) una secuencia de cDNA de Vav2.

13. Construccién knockout de recombinacién homdloga Vav2 segin la reivindicacién 12 caracterizada porque la
secuencia de dcido nucleico de una parte del gen Vav2 de la construccién knockout de (i) es una cualquiera de las
formas homologas del gen Vav2 existentes en un mamifero no humano.

14. Construccién knockout de recombinacién homologa Vav2 segin la reivindicacion 13 caracterizada porque la
forma homéloga del gen Vav2 pertenece a un animal del siguiente grupo: conejos, hamsteres, ratas y ratones y primates

no humanos.

15. Célula eucariota mutada caracterizada porque presenta una disrupcion del gen Vav2 endégeno y una deficien-
cia, parcial o total, en la expresion de la proteina Vav2.

16. Célula eucariota segtin la reivindicacién 15 caracterizada porque es una célula pluripotente indiferenciada
establecida a partir de la masa interna celular de un embrién knockout en la fase preimplantatoria denominada blasto-
cisto.

17. Célula eucariota segtn la reivindicacién 15 caracterizada porque es una célula diferenciada.

18. Célula eucariota segun la reivindicacién 17 caracterizada porque la célula diferenciada es aislada a partir de
un mamifero knockout no humano segtin las reivindicaciones 1 a la 4.

19. Célula eucariota segtn la reivindicacion 18 caracterizada porque la célula diferenciada proviene de una linea
celular.

20. Célula eucariota segtin las reivindicaciones 17 a la 19 caracterizada porque es una célula diferenciada per-
tenciente a una estirpe del siguiente grupo: células del sistema nervioso, del sistema cardiovascular o del sistema
renal.

21. Célula eucariota segtin las reivindicaciones 17 a la 20 caracterizadas porque son heterocigotas u homocigotos.

22. Procedimiento de obtencidn de la célula eucariota segtin las reivindicaciones 17 ala 20 caracterizado porque es
un procedimiento de transgénesis de anulacién de la actividad funcional del gen Vav2 que comprende la transformacién
de dicha célula eucariota mediante la introduccién de una construccién génica que comprende un polinucledtido cuya
secuencia de nucledtidos codifica un elemento inhibidor de la expresion del gen Vav2 capaz de anular su actividad
bioldgica, seleccionandose dicho elemento inhibidor entre:

a) una secuencia de nucledtidos antisentido especifica de la secuencia del gen o del mRNA de la proteina Vav2,

b) una ribozima especifica del mRNA de la proteina Vav2,

¢) un aptamero especifico del mRNA de la proteina Vav2, y

d) un RNA pequefio de interferencia (siRNA) especifico del mRNA de la proteina Vav2.

23. Empleo del mamifero no humano segun la reivindicacién 1 a la 4 o de la célula segtin la reivindicacién 15 a la
21 en un procedimiento para determinar el efecto de un formaco o combinacién de farmacos ttiles para la prevencion
y/o el tratamiento de enfermedades o transtornos derivados de la deficiencia de la proteina Vav2.

24. Empleo segun la reivindicacion 23 caracterizado porque comprende las siguientes etapas:

a) administracién del farmaco o farmacos en forma y dosis adecuada al animal knockout no humano de la invencién
0 a la célula knockout no humano de la invencién in vitro, y
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b) determinacién de su efecto sobre un pardmetro indicativo de dicha deficiencia de Vav2.

25. Empleo segtin la reivindicacion 23 caracterizado porque los farmacos son ttiles para la prevencién y/o el
tratamiento de una enfermedad perteneciente al siguiente grupo: hipertension esencial o de base genética, hiperplasia
cardiaca o arterial, u otros procesos como por ejemplo problemas neurodegenerativos motores, de erecciéon de érganos
sexuales, fibrosis renal y alteraciones de la filtracion renal e hidrocefalia.

26. Empleo segtn la reivindicacion 24 caracterizado porque la determinacion del efecto de los fairmacos ensaya-
dos b) se realiza sobre un pardmetro indicativo de dicha deficiencia de Vav2 perteneciente al siguiente grupo: niveles
de presién arterial, ritmo cardiaco, histologia del sistema nervioso y cardiovascular, niveles de moléculas regulado-
ras del estado cardiovascular (por ejemplo, angiotensina II, bradiquinina, asi como sus reguladores biosintéticos y
receptores), de neurotransmisores del sistema nervioso simpatico (diversos tipos de catecolaminas), de moléculas que
intervienen en la regulacion del sistema nervioso simpdtico (por ejemplo, GAD65, GAT1, TH, GABA, glutamato)
y cardiovascular (marcadores intracelulares, transmembranarias y extracelulares producidas por las células vascula-
res del musculo liso), o de moléculas relacionadas con el citoesqueleto celular (polimerizacion/despolimerizacidn de
filamentos de actina, respuestas de sefializacion a factores mitogénicos o gases como el 6xido nitrico, etc.).

27. Empleo segtin la reivindicacién 23 caracterizado porque el animal es un roedor o un primate no humano.

28. Empleo segtin la reivindicacién 23 caracterizado porque la linea celular es una linea derivada del sistema
nervioso y/o cardiovascular.
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<120> UTILIZACION DE MAMIFEROS NO HUMANOS CARENTES DE LA EXPRESION Y/O ACTIVIDAD
DE LA PROTEINA Vav2 EN CAMPOS CARDIOVASCULAR, RENAL Y NEUROLOGICOS
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<130> Vav2
<160> 4
<170> PatentIn version 3.3

<210> 1
<211>21
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Oligo AT1-F

<400> 1
aaaggccaag tcgcactcaa g

<210>2
<211>21
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Oligo AT1-R

<400> 2
atttagtccg atgetgeect g

<210>3
<211>21
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Oligo p36b4-F

<400> 3
gtgtttgaca acggcagceat t

<210> 4
<211>21
<212> DNA
<213> Artificial
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<220>
<223> Oligo p36b4-R

<400> 4
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