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DESCRIPCION
Método que utiliza un animal transgénico con respuesta inmune potenciada

La presente invencion se refiere al campo de la inmunologia. De forma mas especifica, la invencion se refiere a
un animal transgénico no humano (Tg) capaz de desarrollar una respuesta inmune humoral potenciada contra un
antigeno en comparacién con un animal de control no transgénico de la misma especie, comprendiendo dicho animal
transgénico no humano un constructo genético que provee una actividad potenciada del receptor Fc neonatal (FcRn)
relacionado con un MHC de clase I.

La invencion proporciona un método no terapéutico para desarrollar una respuesta inmune humoral potenciada,
utilizando tal método el citado animal transgénico no humano y un antigeno de interés.

En respuesta al antigeno, las células plasmaticas se desarrollan a partir de los linfocitos B en una reaccion
inmune humoral especifica que alcanza su maximo aproximadamente 1 a 2 semanas después del insulto antigénico. El
encuentro secundario con el antigeno resulta en la secrecion de anticuerpos con mayor afinidad por el antigeno, un
maximo incrementado de titulacién de anticuerpo en suero especifico y niveles persistentes de anticuerpos en suero. El
mantenimiento de niveles de anticuerpo en suero especificos requiere la secrecion continua de Ig por las células
plasmaticas y su proteccion contra una eliminacion rapida. Mientras IgM, IgA, IgE se eliminan de forma relativamente
rapida del cuerpo, la vida media de la IgG en suero se prolonga. En 1958, Brambell describié un sistema de receptores
saturables que mediaba el transporte de la IgG materna (Brambell, 1958); después, dedujo la presencia de un receptor
similar o idéntico que protegia la IgG frente al catabolismo, para convertirla en la superviviente mas longeva de todas las
proteinas plasmaticas (Brambell y col., 1964). Se demostré finalmente que el receptor de Brambell (FCRB) mediaba la
transmision de la IgG en el periodo antenatal y/o neonatal, en esta expresion llamada FcRn (receptor de Fc neonatal)
como la proteccion de la IgG contra el catabolismo (Junghans, 1997).

El FcRn fue identificado en primer lugar en roedores como un receptor que transferia inmunoglobulinas
maternales de la madre al recién nacido a través del intestino neonatal (Rodewald, 1976; Simister y Rees, 1985). Desde
su descripcion original en intestino neonatal de rata por Simister y Mostov (Simister and Mostov, 1989), varios estudios
han demostrado que el FcRn desempefa un papel fundamental en la regulacion del transporte de la IgG dentro y a
través de células de diferente origen (Antohe y col., 2001; Claypool y col., 2004; Dickinson y col., 1999; Kobayashi y col.,
2002; McCarthy y col., 2000; Ober y col., 2004; Spiekermann y col., 2002). También sirve para rescatar la IgG y la
albumina, las dos proteinas solubles mas abundantes en el suero, de la degradacion, prolongando asi sus vidas medias
(Ghetic y col., 1996; Israel y col., 1996; Junghans y Anderson, 1996). En un principio se pensé que el mecanismo estaba
mediado por las células endoteliales que forran los vasos sanguineos (Borvak y col., 1998); sin embargo,
descubrimientos recientes sugieren que este proceso también tiene lugar en otras células (Akilesh y col., 2007; Lu y col.,
2007). Dentro de estas células, el FcRn reside predominantemente en los endosomas tempranos/de reciclaje, donde
encuentra la IgG y la albumina internalizada mediante endocitosis en fase fluida. El ambiente acido de los endosomas
facilita la interaccion. La IgM y la albamina unidas se vuelven a reciclar en la superficie y se liberan de la célula, mientras
que los ligandos no unidos son transportados aguas abajo hacia la degradacién lisosomal (Anderson y col., 2006;
Roopenian y Akilesh, 2007). Datos mas recientes apoyan un nuevo concepto en el que el FcRn desempefia un papel
importante en la fagocitosis mediada por IgG (Vidarsson y col., 2006).

La molécula funcional de FcRn es un heterodimero compuesto por una cadena-a (o cadena pesada) similar al
MHC de clase | y la microglobulina beta 2 (2m; nombre alternativo: cadena ligera) (Simister y Mostov, 1989) que se
une a la IgG y a la albumina de forma dependiente del pH (Chaudhury y col., 2003; Simister y Mostov, 1989) aunque en
distintos sitios de union (Andersen y col., 2006; Chaudhury y col., 2006).

Se ha clonado el FcRn a partir de una gran variedad de especies de mamiferos, entre ellas rata (Simister y
Mostov, 1989), raton (Ahouse y col., 1993), humano (Story y co., 1994), bovino (Kacskovics y col., 2000), zarigiieya
(Adamski y col., 2000), oveja (Mayer y col., 2002), cerdo (Schnulle y Hurley, 2003; Zhao y col., 2003), camello y perro
(Kacskovics y col., 2006b). Mas recientemente, los presentes inventores clonaron y caracterizaron la cadena alfa del
RcRn de conejo. Aunque la mayor parte de las funciones que cumple el FcRn se han descrito en ratones, estudios en
otros mamiferos sugieren que el papel del FcRn en el catabolismo de la IgG es similarmente crucial en todos los
mamiferos investigados, como roedores, humanos y primates (Ghetie y Ward, 2002), cerdo (Harmsen y col., 2005) y
bovino (Kacskovics y col., 2006a).

Se ha demostrado recientemente en dos modelos de raton diferentes que la sobreexpresion de la cadena alfa
del RcRn bovino (bFcRn) alargaba significativamente la vida media de la IgG de raton en estos animales (Bender y col.,
2007; Lu y col., 2007), indicando que el bFcRn forma un complejo funcional con la B2m (mB2m) de ratn y que se une a
las IgG de ratéon y humanas. Los presentes inventores descubrieron también que la sobreexpresion del bFcRn en
ratones transgénicos (Tg) (ratones empleados como los que utilizaron Bender y col., 2007) permitia que estos animales
produjeran un nivel significativamente elevado de IgG e IgM especificas del antigeno a su inmunizacion.

La WO 2007061292 describe la preparacion de anticuerpos monoclonales donde células productoras de
anticuerpos son transfectadas con un &cido nucleico que codifica el gen para FcRn. Las células modificadas expresan
FcRn y la produccidon de anticuerpos es elevada. Los autores no proporcionan la divulgacion adecuada sobre la
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preparacion de animales transgénicos ni sobre los animales mismos, no obstante mencionan las ventajas de animales
no humanos con al menos una copia (adicional) de acido nucleico que codifica FcRn para sobrerregular los niveles de
anticuerpos en sangre. Sin embargo, la ensefianza es claramente tedrica y se basa en su descripcion, que enfoca la
produccién de anticuerpos monoclonales in vivo, por ejemplo en el liquido ascitico de la rata. No indican tampoco la
ventaja de la sobreexpresién de FcRn en la potenciacion de la respuesta inmune.

Queda claro que sigue existiendo la necesidad en la técnica de una provision mejorada de inmunoglobulina
terapéutica, de investigacion y de diagnéstico de alta calidad y cantidad. Para cumplir con esta necesidad, la presente
invencidon proporciona animales transgénicos que responden a retos antigénicos con un nivel sorprendentemente
elevado de reaccion inmune humoral especifica.

Se descubrié sorprendentemente que con ratones BAC Tg con una sobreexpresion dependiente del nimero de
copias de la cadena-a de FcRn bovino (codificado por el gen FCGRT bovino) ndle resulté  en que la cadena-a de
FcRn bovino formaba un complejo funcional con 2m de rain y aumentaba significativamente la vida media de la IgG
humana y de raton administrada exdgenamente, sino que estos animales transgénicos mostraban también una
respuesta inmune humoral sorprendentemente incrementada a su inmunizacidon en comparacion con sus controles de
tipo salvaje. La mayoria de los anticuerpos especificos para el antigeno fueron IgG, sin embargo el titulo de IgM
aumento6 también durante la respuesta inmune secundaria. A la hora de analizar las posibles razones, los presentes
inventores detectaron un numero significativamente mayor de células-B especificas del antigeno, células dendriticas y
un influjo masivo de neutrdfilos en los 6rganos linfoides secundarios a la inmunizacion en el ratéon transgénico con
BFcRn en comparacién con sus controles de tipo salvaje. Se debe mencionar que se observaron cambios similares,
aunque menos sorprendentes, en los controles de tipo salvaje. Como consecuencia, se podria demostrar que los niveles
en aumento de IgG e IgM especificas para el antigeno en los animales Tg bFcRn resultaban no sélo de la proteccion
incrementada de la IgG sino también de la mayor expansion clonal de células-B especificas del antigeno y, por
consiguiente, de una sintesis mas resistente de la inmunoglobulina en comparacién con sus controles de tipo salvaje.
Estos resultados sefialan un nuevo papel para el FcRn en la respuesta inmune. La presente invencion es la primera en
revelar que, debido al notable estado del FcRn sobreexpresado que no tiene lugar en animales normales, se produce un
gran efecto en la respuesta inmune con la inmunizacion, lo que hace que el sistema sea especialmente Util para la
produccion de distintos tipos de anticuerpos frente a una amplia gama de antigenos.

Sumario de la Invencioén
En su sentido mas amplio, la invencion es tal como se detalla en la reivindicacion independiente.

En una realizacion preferente, la presente invencion proporciona un método donde dicha potenciacion de la
respuesta inmune humoral comprende la produccion de altos niveles de inmunoglobulinas con la inmunizacién con un
antigeno, teniendo dicho FcRn una afinidad especifica por las inmunoglobulinas producidas por el mencionado animal a
dicha inmunizacion.

En una realizacion preferente, la presente invencion proporciona un método donde dicha potenciacion de la
respuesta inmune humoral comprende la potenciacion de la expansion clonal de células B especificas del antigeno.

En una realizacion preferente, la presente invencion proporciona un método donde dicha potenciacion de la
respuesta inmune humoral comprende estimular el flujo de neutréfilos en los érganos linfoides secundarios.

En una realizacion preferente, la presente invencion proporciona un método donde dicha potenciacion de la
respuesta inmune humoral comprende estimular el flujo de células dendriticas y/o macrofagos en los érganos linfoides
secundarios.

En una realizacidon preferente, la presente invencion proporciona un método donde dichos érganos linfoides
secundarios comprenden el bazo.

En una realizacion preferente, la presente invencién proporciona un método donde dicho antigeno es un
inmundgeno débil.

En una realizaciéon, la presente invencidon proporciona un método para producir inmunoglobulinas,
comprendiendo dicho método al menos una etapa donde el protocolo aplicado se ajusta al hecho de que el citado
animal Tg desarrolla el mismo nivel de respuesta inmune humoral con un numero inferior de retos antigénicos en
comparacién con un animal de control no transgénico de la misma especie.

En todavia otra realizacion, la presente invencion proporciona un método para producir inmunoglobulinas,
comprendiendo dicho método al menos una etapa donde el protocolo aplicado se ajusta al hecho de que el citado
animal Tg desarrolla mas rapidamente el mismo nivel de respuesta inmune humoral en comparacién con un animal de
control no transgénico de la misma especie.

En una realizacién preferente, la presente invencion proporciona un método donde dicho animal es un
mamifero no humano.
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En una realizacion preferente, la presente invencion proporciona un método donde dicho mamifero es un
roedor.

En una realizacion preferente, la presente invencién proporciona un método donde tal roedor es un ratén.

En una realizacién preferente, la presente invencion proporciona un método donde dicho mamifero es un
conejo.

En una realizacion preferente, la presente invencion proporciona un método donde dicho mamifero se
selecciona del grupo consistente en bovinos, cerdos, camellos, cabras, ovejas, perros, burros y caballos.

En una realizacion preferente, la presente invencion proporciona un método donde dicho mamifero transgénico
se obtiene de una cepa util para la produccion de anticuerpos monoclonales o que se modifica genéticamente para ser
mas adecuada para la produccion de anticuerpos monoclonales.

En una realizacién preferente, la presente invencién proporciona un método donde dicho animal transgénico se
obtiene de una cepa util para la produccion de anticuerpos policlonales o que se modifica genéticamente para ser mas
adecuada para la produccién de anticuerpos policlonales.

En una realizacién preferente, la presente invencidn proporciona un método donde la citada inmunoglobulina es
IgG.

En una realizacién preferente, la presente invencién proporciona un método donde dicha inmunoglobulina es
IgM.

En una realizacion preferente, la presente invencion proporciona un método donde dicho animal es transgénico
para producir inmunoglobulinas humanas o humanizadas.

En una realizacion preferente, la presente invencion proporciona un método donde la secuencia de acido
nucleico que codifica la cadena-a de la proteina FcRn se ha mutado y donde tal mutacion convierte el sitio de unién de
la albumina de dicha proteina FcRn en no funcional.

En una realizacion preferente, la presente invencion proporciona un método, utilizacion o animal, donde dicha
secuencia de acido nucleico codifica una proteina quimérica de FcRn.

En una realizacion preferente, la presente invencion proporciona un método donde la citada actividad
potenciada de FcRn se proporciona mediante la integracion de mas de una copia funcional de una secuencia de acido
nucleico que codifica dicho FcRn en el genoma del citado animal.

En una realizacién preferente, la presente invencion proporciona un método donde el citado constructo
genético comprende la insercion del clon BAC de bovino #128E04 o la insercion del clon BAC de conejo #262E02.

Descripcion Detallada

Se describe aqui un método para producir un animal Tg no humano capaz de desarrollar una respuesta inmune
humoral potenciada frente a un antigeno en comparacion con un animal de control no transgénico de la misma especie,
método que comprende la introduccion dentro de dicho animal no humano de un constructo genético que provee la
actividad del receptor Fc neonatal (FcRn) relacionado con un MHC de clase I.

Bender y col. (Bender y col., 2004) describieron un animal Tg que se elaboré mediante la introduccién del gen
que codifica la cadena-a de la proteina FcRn bovina en un ratén FVB/N mediante el clon bovino BAC #128E04, con el
fin de estudiar la regulacion y la funcién transcripcional del FcRn bovino in vivo.

La US 2006/031954 y Petkova y col. (Petkova y col., 2006) describen ratones Tg noqueados que comprenden
una disrupcion homocigota de FcRn y un transgén humano de FcRn (hFcRn). Esta adicién aumenta significativamente
la vida media de la IgG humana administrada exdgenamente; la expresién del hFcRn es similar a los niveles de
expresion endogena. Mencionan asimismo, sin afadir detalles especificos, que la expresion del FcRn a niveles
sustancialmente mas altos que los enddgenos puede resultar Util. Se especula que los niveles de expresion pueden
aumentar 10 hasta 100 veces por encima del nivel de expresion enddgena gracias a la utilizacion de vectores de
expresion fuertes. Estas descripciones ensefian diversos constructos distintos para obtener los animales Tg. En un
primer caso, se utilizé un clon de cosmido humano de 33 kb que incluye el gen hFcRn completo mas las secuencias
flanqueantes 5’ de 10 kb y 3’ de 10 kb. Los autores llamaron este animal Tg “linea transgénica 32 de hFcRn gendmico”.
En un segundo caso, la “linea transgénica 276 de ADNc” contiene un constructo genético que comprende la cadena-a
de hFcRn clonada en el vector E que lleva un potenciador del CMV y el promotor de la 3-actina de pollo. En un tercer
caso, sus animales transgénicos contienen un constructo genético que comprende un fragmento Xhol de 34 kb que
contiene el gen hFcRn completo a partir de una libreria de cromosomas artificiales bacterianos (BAC) derivados de
humano de Genome Systems, Inc. Los autores aparentemente crearon varias lineas de ratones Tg por manipulacion
genética directa (tal como con ratones C57BL/6J y BXSB/MpJ) o por cruzamiento convencional (por ejemplo, con cepas
MRL/MpJ y NZM2410).
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Lu y col. describieron ratones Tg que incluian bFcRn en sus glandulas mamarias mediante la utilizacién de un
constructo con elementos reguladores especificos de las glandulas mamarias (Lu y col., 2006). Se establecieron varias
lineas de raton con distintos niUmeros de copias de bFcRn en el rango de 1 a 15, y con nimeros de copias3&m
bovino en el rango de 1 a 10. Se examina la expresion y se documentan variaciones en el nivel de IgG en suero. Este
sistema, sin embargo, sélo proporciona una expresion limitada de bFcRn con la lactancia en las células epiteliales
mamarias de los acinos y se utilizé para estudiar el transporte de IgG en la glandula mamaria de lactancia. No se han
utilizado estos animales para analizar la respuesta inmune. Los constructos empleados para generar estos ratones Tg
fueron dos vectores de expresion en los que el promotor beta-caseina de cabra regula la transcripcion de los genes
interesados e insertados, uno que comprende las secuencias que codifican la cadena pesada (a) (pBC1-bFcRn) y el
otro que codifica la cadena ligera (pBC1-bf2m) del FcRn bovino. Los constructos genéticos que se insertan en los
animales Tg son fragmentos generados por digestion con las enzimas Notl y Sall para producir una cadena pesada de
16,9 kilobases (kb) y una cadena ligera de 16,1 kb, que fueron microinyectadas en huevos de ratén Kunning White
fertilizados a igual concentracion.

Yoshida y col. (Yoshida y col., 2006) estudiaron el papel de FcRn de raton (mFcRn) en el epitelio intestinal en
la mediacion de la inmunidad antimicrobiana. Establecieron lineas de raton Tg FcRn en las que mFcRn f2rfueron
expresados especificamente por las células epiteliales intestinales mediante el promotor del gen para la proteina
intestinal de unién a acidos grasos especificos de los tejidos (IFABP), para crear ratones IFABP-mFcRnTg/mpB2mTg.
Sobreexpresaron mp2, también, para asegurar que no era limitador del sustrato en la expresion del transgén de FcRn.
Aqui de nuevo, los animales Tg fueron retrocruzados entonces en ratones FcRn-/-, luego en BALB/c 6 C57BL/6
(CD45.2+).

El documento WO 015708 describe la clonacion y caracterizacion de ADNc de FcRn de rumiante y su uso
potencial para generar animales transgénicos (opcionalmente en combinacion con un transgén de beta-2-
microglobulina).

El documento EP 1790716 describe un método para producir un anticuerpo, método que cuenta con la
produccién aumentada de anticuerpos observada con la transfeccion de una célula productora de anticuerpos (por
ejemplo un hibridoma) con un vector de expresion de FcRn.

El documento WO 991309 describe un transgén que dirige la expresion de una molécula inmunoestimuladora
(por ejemplo, IL-6) especificamente en la mucosa.

Tal como se utiliza aqui, el término “animal no humano” abarca los animales del orden de los Vertebrados,
preferentemente un mamifero. Los animales no humanos para los cuales la presente invencion es aplicable pueden
seleccionarse en base a aquellos criterios funcionales capaces de producir inmunoglobulinas o equivalentes funcionales
de las mismas. En realizaciones preferentes, los animales de la invencién incluyen, pero no se limitan a, ratones, ratas,
otros roedores, conejos, cerdos, cameloides, ovejas, cabras, bovinos, burros y caballos. En una realizacién ain mas
preferente, el animal es un ratén, un conejo, un cerdo, una oveja, una cabra y un bovino. La utilizaciéon de cualquier
animal no humano comunmente empleado en la técnica para producir inmunoglobulinas, anticuerpos monoclonales o
antisueros policlonales forma parte del alcance de la invencion.

Tal como se utiliza aqui, la expresion “animal de control de la misma especie” o “animal de control no
transgénico de la misma especie” describe un animal que no estaba sometido a los procedimientos implicados en la
produccién del animal Tg. Sin embargo, el animal de control de la misma especie es tratado y mantenido de forma
similar al animal Tg durante los procedimientos necesarios para la produccidon de anticuerpos policlonales o
monoclonales, por ejemplo para la inmunizacién primaria, para la(s) inmunizacion(es) de refuerzo segun se necesite y
durante todo el proceso de produccion de anticuerpos.

Tal como se utiliza aqui, el término “inmunoglobulinas” se refiere a glicoproteinas de la superfamilia de las
inmunoglobulinas que funcionan como anticuerpos. Los términos “anticuerpo” e “inmunoglobulina” se utilizan aqui
indistintamente. Los anticuerpos son proteinas huésped que comprenden uno de los principales efectores del sistema
inmunitario adaptativo. Se ha aprovechado su utilidad ya que han sido utilizados y siguen utilizandose extensamente
como reactivo diagndstico y de investigacion. Se estan convirtiendo también en una herramienta terapéutica importante
en el arsenal del médico para tratar enfermedades. Los anticuerpos se utilizan para el andlisis, la purificacion y el
enriquecimiento, y para mediar o modular las respuestas fisiolégicas. La capacidad de los anticuerpos para unirse a un
antigeno con un alto grado de afinidad y especificidad ha conducido a su utilizacion omnipresente en multiples
disciplinas cientificas y médicas. La interaccion antigeno-anticuerpo es fundamental para la funcién bioldgica natural del
anticuerpo, asi como para su uso como reactivo terapéutico o de investigacion.

En su estructura, los anticuerpos son globulinas (en la regidn-y de la electroforesis proteica). En los mamiferos
existen cinco tipos de anticuerpos: IgA, IgD, IgE, I1gG e IgM (Ig representa inmunoglobulina, que se utiliza también a lo
largo de toda la presente descripcion para los anticuerpos). Estos se clasifican de acuerdo con las diferencias en los
dominios constantes de su cadena pesada. Cada clase de inmunoglobulinas difiere en sus propiedades biolégicas y ha
evolucionado para enfrentarse a distintos antigenos. Se puede encontrar IgA en zonas que contienen mucosidad (por
ejemplo en el intestino, en el tracto respiratorio o en el tracto urogenital) e impide la colonizacién de las zonas mucosas
por patdégenos. La IgD funciona principalmente como receptor de antigenos en las células B. La IgE se une a alérgenos
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y desencadena la liberacion de histamina de los mastocitos (mecanismo subyacente de la alergia) y proporciona
también proteccion contra los helmintos (gusanos). La IgM se expresa en la superficie de las células B y también en una
forma secretada para eliminar patégenos en las etapas tempranas de la inmunidad mediada por las células B. La IgG
proporciona la mayor parte de inmunidad basada en anticuerpos contra la invasion de patégenos.

En una realizacion preferente de la presente invencion, la inmunoglobulina que se produce es IgG, aunque el
alcance de la invencion no se limita al isotipo (clase) IgG, o al hecho de que la IgG pueda comprender modificaciones,
tal como se expone mas abajo.

Las IgG pueden clasificarse en distintas formas o subclases, que resultan de la duplicaciéon de los genes en
varios mamiferos. Existen multiples subclases de IgG en roedores, humanos, rumiantes domesticados, caballos, cerdos,
camélidos y cobayas, poseyendo las distintas subclases diferentes caracteristicas bioldgicas. Por ejemplo, las IgG1 e
IgG3 humanas adornan las células fagociticas debido a su alta afinidad por R&R1. Por tanto, las IgG1 e IgG3 pueden
ser especialmente importantes en: (a) la eliminacion de complejos pequefios IgG-Ag y (b) estimular positiva o
negativamente el desarrollo de células B y la produccién de anticuerpos. La 1gG3 es un activador potente para el
complemento y la IgG1 es la mayor IgG en suero que es transportada preferentemente por toda la placenta (Janeway
Jr. y col., 2001). Es bien sabido que la diversidad de subclases varia ampliamente entre los mamiferos. Los conejos sélo
tienen un gen para IgM, mientras que los ratones y humanos expresan cuatro IgG y los caballos tienen siete. Los
bovinos tienen tres IgG y existen cinco genes putativos de las subclases de IgG en los cerdos. Es probable que se
encuentren diferencias similares en las funciones bioldgicas y expresion relativa entre las subclases de inmunoglobulina
en mamiferos menos estudiados (Butler, 2006).

La presente invencion se puede utilizar para potenciar la produccion de uno o mas de los subtipos de IgG sin
limitaciones especificas. Sin embargo, es posible que un isotipo de la IgG producido por el animal receptor se una mas
estrechamente a la proteina FcRn que comprende una cadena-a exdgena especifica de FcRn mas que la proteina FcRn
que comprende otra cadena-a exdgena de FcRn. Forma parte del alcance de la presente invencion la utilizacion de un
transgén para la cadena-a espedfica de FcRn con el fin de enriquecer la cantidad o la proporciéon de un subtipo
especifico de 1gG en el antisuero producido mediante la seleccion del transgén de FcRn con capacidad de unién 6ptima
y actividad hacia dicho subtipo de I1gG.

En otra realizacion preferente de la presente invencion, la inmunoglobulina producida es IgM. La IgM elabora
aproximadamente un 10% del total de inmunoglobulinas plasmaticas y forma un componente principal de los
anticuerpos producidos en la etapa temprana frente a los antigenos de la membrana celular, que son de antigenicidad
compleja, microorganismos infecciosos y antigenos solubles. Con respecto a su estructura, la IgM tiene estructura de
pentamero in vivo. Las cinco subunidades que constituyen la estructura pentamero de IgM se estructuran en cuatro
cadenas similares a la IgG. Una de las mayores diferencias en comparacién con la estructura de la IgG es que la IgM se
caracteriza por tener una cadena pesada p. Adends, se diferencian en que la cadena p tiene un dominio &s en su
region constante que la cadenay y la IgM tiene una cadena polipepidica llamada cadena J que no se encuentra en la
IgG y que es tenida en cuenta para facilitar la polimerizacion de las cadenasp antes de que la IgM sea secretada a
partir de células productoras de anticuerpos. Se han hecho intentos en la técnica para producir, mediante metodologias
recombinantes, una IgM funcionalmente equivalente al producto natural (véase por ejemplo US 2007154469). Por
contraste con las aproximaciones que intentaron aumentar la producciéon de IgM mediante la introducciéon de genes de
inmunoglobulina heterdlogos o modificados de otro modo en un animal, la presente invencién proporciona una solucion
alternativa proporcionando un animal Tg que comprende un constructo genético que provee una actividad potenciada de
FcRn, animal que produce a su vez niveles elevados de IgM enddgena en respuesta a un antigeno.

Tal como se emplea aqui, el término “respuesta inmune humoral” se refiere a un proceso de los organismos
vivos donde se producen anticuerpos en respuesta a moléculas y organismos, los cuales neutralizan y/o eliminan
finalmente. La especificidad de la respuesta de los anticuerpos es mediada por células T y/o B mediante receptores
asociados a membrana que se unen al antigeno de una sola especificidad. Después de la unién de un antigeno
apropiado y la recepcion de varias otras sefiales de activacion, los linfocitos B se dividen, lo que produce células B de
Memoria, asi como a la diferenciacion terminal en clones de células plasmaticas secretoras de anticuerpos, produciendo
cada uno anticuerpos que reconocen el epitopo antigénico idéntico al igual que también lo reconocia su receptor
antigénico. Los linfocitos B de Memoria permanecen durmientes hasta que son activados posteriormente por su
antigeno especifico. Estos linfocitos proporcionan la base celular de la memoria y la potenciacion resultante en la
respuesta del anticuerpo cuando se vuelven a exponer a un antigeno especifico.

Con referencia a la respuesta inmune humoral, el término “potenciado” se refiere a una respuesta inmune en la
que el nivel y la policlonalidad de los anticuerpos producidos en respuesta a determinado antigeno son
significativamente mas altos, o el desarrollo de dicha respuesta inmune es significativamente mas rapida, o la respuesta
inmune es mas resistente en respuesta a determinado antigeno, en comparacién con las mismas caracteristicas de los
anticuerpos producidos en respuesta a determinado antigeno o a la respuesta inmune cuando un animal de control de la
misma especie esta en contacto con el mismo antigeno.

Tal como se emplea aqui, el término “inmunizacion” se refiere a un proceso por el cual se expone un individuo
a un agente, a menudo combinado con adyuvantes, que esta disefiado para fortificar su sistema inmune frente a aquel
agente. El agente se denomina “inmundgeno” o “antigeno”. La inmunizacién coincide con la inoculacion y la vacunacion
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en que la inoculacién y la vacunacion utilizan un agente infeccioso viable como lo hace la inmunizacién. Ademas del
proceso inicial de inmunizacién, se ha descubierto que la eficacia de las inmunizaciones puede mejorar mediante
inyecciones repetitivas periddicas del agente, lo que se denomina inmunizacion “de refuerzo”.

Con referencia a la inmunizacion, la expresion “niveles elevados” de inmunoglobulina se refiere a una
concentracion de inmunoglobulina sérica especifica que es significativamente mas alta que el nivel de la misma
inmunoglobulina especifica en el suero de un animal de control de la misma especie, segun se mide por la fuerza de la
respuesta inmune, por ejemplo, segun determina el titulo maximo de anticuerpos que resulta de ello. Este nivel elevado
es normalmente al menos un 50% mas alto, preferentemente un 75% mas alto, particularmente un 100% mas alto,
especialmente un 150% mas alto.

El resultado de una inmunizacion depende principalmente de la naturaleza del antigeno. Es ampliamente
aceptado que cualquier sustancia que pueda obtener una respuesta inmune sea calificada como inmunogénica y se
denomina inmundégeno. Existe una clara distincion operacional entre un inmunégeno y un antigeno. Un antigeno se
define como cualquier sustancia que pueda unirse a un anticuerpo especifico. Por tanto, todos los antigenos tienen la
capacidad de obtener anticuerpos especificos, pero algunos necesitan estar fijados a un inmundgeno para hacerlo. Esto
significa que aunque todos los inmundégenos son antigenos, no todos los antigenos son inmunogénicos. Los antigenos
utilizados con mas frecuencia en inmunologia experimental son proteinas y los anticuerpos a proteinas son de enorme
utilidad en biologia y en medicina experimental. Las proteinas purificadas, sin embargo, no son siempre altamente
inmunogeénicas y, para provocar una respuesta inmune, tienen que administrarse con un adyuvante. Los carbohidratos,
acidos nucleicos y demas tipos de moléculas son todos antigenos potenciales, pero a menudo sélo inducen una
respuesta inmune cuando se fijan a un portador proteico. Asi, la inmunogenicidad de los antigenos proteicos determina
el resultado virtualmente de cada respuesta inmune. La via por la que se administra el antigeno afecta tanto a la
magnitud como al tipo de respuesta inmune obtenida. Las vias mas comunes a través de las que se introducen
antigenos en el cuerpo son inyeccion en el tejido mediante inyeccion o transfusion subcutanea, intradérmica,
intramuscular, intravenosa o intraperitoneal. La administracién oral proporciona antigenos en el tracto gastrointestinal,
mientras que la administracion intranasal o inhalacion aporta antigenos en el tracto respiratorio.

Los anticuerpos pueden reconocer como antigenos casi cada tipo de molécula biolégica, incluyendo
metabolitos intermedios simples, azucares, lipidos, autacoides y hormonas, asi como macromoléculas tales como
carbohidratos complejos, fosfolipidos, acidos nucleicos y proteinas. Sin embargo, sélo las macromoléculas son capaces
de estimular los linfocitos B para iniciar las respuestas inmunes humorales. Pequefios quimicos, como dinitrofenol,
pueden unirse a los anticuerpos, pero no pueden activar las células B por su cuenta (es decir que no son
inmunogeénicos). Para generar anticuerpos especificos de estos pequefios quimicos, normalmente los inmundlogos los
fijan a macromoléculas antes de la inmunizacién. En estos casos, el pequefio quimico se llama “hapteno” y la
macromolécula se llama portador. EI complejo hapteno-portador, a diferencia del hapteno libre, puede actuar como
inmundgeno (Abbas y Lichtman, 2003). Protocolos de inmunizacion similares y diferentes son bien conocidos en la
técnica y la seleccion de la estrategia apropiada sera determinada facilmente por el especialista reduciendo la invencion
a la practica.

Normalmente, la respuesta inmune primaria solo resulta en un ligero aumento no significativo tanto del nivel de
anticuerpos especificos producidos frente al inmundgeno/antigeno introducido, como de los niveles totales de
inmunoglobulina. La magnitud de la respuesta inmune depende de la dosis de inmundégeno administrado. Por debajo de
cierta dosis umbral, la mayoria de las proteinas no obtienen ninguna respuesta inmune. Por encima de la dosis umbral,
aparece un incremento progresivo en la respuesta a medida que aumenta la dosis de antigeno hasta alcanzar un amplio
nivel de meseta, seguido de una disminucién a dosis muy altas de antigeno. En general, las respuestas inmunes
secundarias y posteriores tienen lugar a dosis mas bajas de antigeno y alcanzan valores de meseta mas altos, lo que es
una muestra de memoria inmunoldgica. Esta es la razén por la que normalmente es necesaria una inmunizacién de
refuerzo para lograr titulos significativamente elevados del anticuerpo especifico. EI nimero de inmunizaciones de
refuerzo puede variar de acuerdo con varios factores, tales como la inmunogenicidad del antigeno, el tipo de adyuvante
inmunoldgico, la via y el programa de inmunizacion (Stills, 2005).

Debido a que la mayoria de los antigenos son muy complejos, presentan numerosos epitopos que son
reconocidos por un gran numero de linfocitos. Cada linfocito se activa para proliferar y diferenciarse en células
plasmaticas, y la respuesta del anticuerpo resultante es un anticuerpo policlonal (PAbs). Una caracteristica importante
de la respuesta inmune adaptativa es la memoria inmunoldgica. La memoria inmunolégica se produce como resultado
de la inmunizacién inicial o primaria, lo que provoca la respuesta inmune primaria.

La mayoria de las proteinas son poco o nada inmunogénicas cuando se administran por si mismas. Fuertes
respuestas inmunes adaptativas a los antigenos proteicos requieren siempre inyectar el antigeno en una mezcla
conocida como adyuvante. Un adyuvante es cualquier sustancia que potencia la inmunogenicidad de las sustancias
mezcladas con él. Los adyuvantes difieren de los portadores proteicos en que no forman enlaces estables con el
inmundégeno. Al cebado con un adyuvante, los inmundgenos -incluso un inmunégeno que produce una respuesta débil o
incluso ninguna respuesta- produciran una respuesta inmune sustancial cuando se administra una dosis de refuerzo de
inmundégeno de adyuvante obligado en ausencia de adyuvante (Janeway Jr. y col., 2001; Leenaars y Hendriksen, 2005;
Lipman y col., 2005; McCullough y Summerfield, 2005; Schunk y Macallum, 2005; Stills, 2005).
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La respuesta a cada inmunizacién es cada vez mas intensa, de modo que las respuestas secundarias,
terciarias y posteriores son de magnitud cada vez mayor. El reto repetitivo con el antigeno para conseguir un estado
elevado de inmunidad se conoce como hiperinmunizaciéon. Muchos de los anticuerpos utilizados en técnicas clinicas e
inmunoquimicas son anticuerpos policlonales causados por la hiperinmunizaciéon de un animal adecuado, por ejemplo
un roedor, conejo, cabra, burro u oveja, con una suspension del antigeno apropiado. Se cosecha el suero en el punto
maximo de produccién de anticuerpos y con este método se pueden obtener concentraciones especificas de
inmunoglobulina G (IgG) de aproximadamente 1 a 10 mg/ml en suero. Aunque se ha demostrado que los anticuerpos
monoclonales (mAbs) son una fuente de baja inmunogenicidad bien caracterizada y una herramienta muy eficaz, sigue
habiendo un lugar para los anticuerpos policlonales. Como el sistema inmune natural utiliza anticuerpos policlonales
mas que anticuerpos mAbs para responder a los patégenos, los anticuerpos policlonales pueden resultar también
preferibles en muchos casos para la inmunoterapia pasiva. Las ventajas de los anticuerpos policlonales incluyen su
fuerza potencialmente incrementada en la formacion del complejo inmune, su utilidad para combatir enfermedades
infecciosas causadas por distintas cepas de patdgenos o que requieren la neutralizacion de multiples epitopos para un
tratamiento con éxito. Los anticuerpos policlonales son también ventajosos en las técnicas inmunoquimicas, ya que son,
en general, relativamente faciles de elaborar y su produccion es mas barata. Asimismo, los anticuerpos policlonales se
pueden generar en una variedad de especies, incluyendo conejo, cabra, oveja, burro, pollo y otros, dando a los usuarios
muchas opciones en el disefio experimental. Sin embargo, a veces la cantidad de anticuerpos especificos en una
preparacion policlonal representa solamente una fraccion de minuto de la proteina para anticuerpos total. Por tanto, la
meta esencial de la produccion de anticuerpos con estos propédsitos consiste en obtener antisueros de alto titulo, alta
afinidad.

En los protocolos de hiperinmunizacion ampliamente utilizados en la técnica son necesarias inmunizaciones de
refuerzo regulares para mantener un alto nivel de IgG, ya que el catabolismo de la inmunoglobulina aumenta en los
animales normales, tal como se habia demostrado ya en estudios del metabolismo de la IgG (Andersen y Bjorneboe,
1964). Por el contrario, la presente invencion proporciona un protocolo mas eficaz para lograr niveles establemente
elevados de produccion de inmunoglobulina, donde los altos niveles de IgG se conservan durante un tiempo
relativamente largo sin mas inmunizacion o inmunizacion menos frecuente.

En la produccion de anticuerpos policlonales se puede identificar un nimero de etapas criticas que pueden
influir en el resultado del experimento con animales, tales como resultados inmunolégicos y de dolor y sufrimiento de los
animales. Cuando el antigeno con el que los anticuerpos deben ser producidos es poco inmunogénico, el sistema
inmune requiere un estimulo para inducir una respuesta inmune eficaz. Se pueden utilizar con este propdsito
adyuvantes y se puede dirigir la respuesta inmune frente a una respuesta mas celular o humoral. Aunque se han
descrito mas de 100 adyuvantes, se utilizan de forma rutinaria sélo algunos para la produccion de anticuerpos
policlonales (por ejemplo adyuvante completo de Freund (FCA); adyuvante incompleto de Freund, sales de aluminio,
Quil A, Iscoms, Montanide, TiterMax™, y RIBI™, etc.). con frecuencia se emplea FCA para la produccion de anticuerpos
policlonales, debido a que se inducen altos titulos de anticuerpos en casi todos los tipos de antigenos. Sin embargo,
muchos investigadores han reportado efectos secundarios graves después de la inyeccion, por ejemplo, de los
adyuvantes FCA, TiterMax y RIBI. La gravedad de los cambios patolégicos depende no sélo del adyuvante sino también
del tipo de antigeno utilizado. Ademas, a menudo los adyuvantes alternativos no inducen respuestas eficaces de los
anticuerpos. Se ha descubierto que el volumen inyectado tiene un efecto adicional sobre el alcance de las lesiones
producidas (Leenaars y Hendriksen, 2005). En base a estos factores, la presente invencion proporciona un protocolo
mas eficaz que permite la inmunizacion menos frecuente, o que es una gran ventaja en términos del bienestar del
animal, mas alla del valor econdmico, ya que este protocolo reduce el dolor y el agotamiento de los animales obteniendo
al mismo tiempo respuestas inmunes éptimas.

En consecuencia, la presente invencién proporciona un método tal como se reivindica, para producir
inmunoglobulinas policlonales, el cual comprende la utilizacion de un animal Tg que incluye un constructo genético que
prevé la actividad potenciada del FcRn de acuerdo con cualquier protocolo establecido de inmunizacion que permita la
produccién de inmunoglobulinas policlonales. El animal transgénico se obtiene preferentemente de una cepa util para la
produccién de anticuerpos policlonales o se modifica genéticamente para ser mas adecuado para la produccion de
anticuerpos policlonales.

Por contraste con los PAbs, los anticuerpos monoclonales (MAbs) son anticuerpos producidos por un unico
clon de linfocitos B. A mediados de los 70, Kéhler y Milstein idearon una técnica para generar anticuerpos monoclonales
de una especificidad deseada, por lo que se les concedié el premio Nobel (Kohler y Milstein, 1975). Tras décadas de
practica y experimentos acumulados en el campo de los MAbs, un experto medio en la técnica deberia ser
adecuadamente competente en todos los aspectos de la produccion de anticuerpos monoclonales. Para producir un
anticuerpo monoclonal especifico de un antigeno definido se inmuniza un ratén, una rata o un conejo con un antigeno, y
las células B se pueden utilizar como esplenocitos, linfocitos en los nddulos linfaticos u otros linfocitos de sangre
periférica o linfocitos de otro tejido del animal. El huésped mamifero puede someterse a inmunizaciones adicionales
para potenciar aun mas la poblacion de células B especificas del antigeno deseado, asi como la especificidad del
antigeno. Estas células B aisladas se fusionan después con una linea celular inmortalizada adecuada. Las lineas de
mieloma son los mejores socios de fusion para las células B, debido a que las células de mismo tipo tienden a
fusionarse y dar lugar a hibridos estables de forma mas eficaz que células diferentes. La célula inmortal es una célula
linfoblastoide o una célula de plasmacitoma, tal como una célula de mieloma, que es una célula productora de
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anticuerpos y es maligna. Los sobrenadantes de los hibridomas se criban para seleccionar hibridomas éptimos con las
propiedades convenientes de unién al antigeno. Los hibridomas seleccionados se clonan y se crio-conservan.

En este contexto, con respecto a los anticuerpos monoclonales, el término “animal” se refiere a cualquier
mamifero no humano, incluyendo, pero sin limitarse a, conejos, ratones, ratas, cabras, ovejas, cobayas, cerdos y vacas.

Ademas de las técnicas convencionales o clasicas, la utilizacién de tecnologias recombinantes ha iniciado una
nueva era en la produccion de anticuerpos monoclonales y policlonales, considerando ahora los anticuerpos industriales
(por ejemplo, la reduccion del anticuerpo a su tamario funcional o la elaboracién de anticuerpos humanizados) (Lonberg,
2005; Peterson, 2005).

En consecuencia, la presente invencion proporciona un método tal como se reivindica o la produccion de
inmunoglobulinas monoclonales, que comprende la utilizacion de un animal Tg que incluye un constructo genético que
proporciona una actividad potenciada de FcRn de acuerdo con cualquier protocolo establecido de inmunizacion,
permitiendo la produccién de inmunoglobulinas monoclonales. EI mamifero no humano transgénico se obtiene
preferentemente a partir de una cepa util para la producciéon de anticuerpos monoclonales o que se ha modificado
genéticamente para ser mas adecuado para la produccion de anticuerpos monoclonales.

Tal como se utiliza aqui, el término “transgénico” dentro del contexto de la expresion “animal transgénico” se
refiere a un animal no humano que contiene un gen u otra secuencia de acido nucleico que no se obtendria mediante la
reproduccion normal o por practicas de apareamiento. El término “gen” se refiere a un fragmento de acido nucleico que
expresa ARNm, ARN funcional o una proteina especifica, incluyendo secuencias reguladoras. El término “gen nativo” se
refiere a un gen tal como se encuentra en la naturaleza. Un “transgén” se refiere a un gen que ha sido introducido en el
genoma mediante su transformacion y que se mantiene de forma estable. En este contexto, el término “transformacién”
se emplea aqui en sentido amplio para introducir ADN extrafio en una célula. El término significa también que cubre
otros métodos funcionales equivalentes para introducir ADN extrafio en una célula, por ejemplo microinyeccion,
transfeccion, infeccion, transducciéon o fusion de una célula donante y una célula aceptora. Los transgenes pueden
incluir, por ejemplo, genes heterélogos u homoélogos a los genes de un animal particular a ser transformado. Ademas,
los transgenes pueden comprender genes nativos insertados en un organismo no nativo o genes quiméricos. El término
“gen enddégeno” se refiere a un gen nativo en su emplazamiento natural en el genoma de un organismo.

Generalmente la introduccién de un transgén en un animal receptor se lleva a cabo utilizando un constructo
genético que porta el transgén de interés. Tal como se emplea aqui, el término “constructo genético” significa la
inclusion de un ADN recombinante creado artificialmente que comprende secuencias de acido nucleico que, a su
introduccion en la célula receptora, proporciona la expresion de dichas secuencias de acido nucleico introducidas. Un
constructo genético puede comprender secuencias codificadoras y reguladoras. El término “secuencia codificante” se
refiere a una secuencia de ADN o ARN que codifica para una secuencia especifica de aminoacido y excluye las
secuencias no codificantes. El término “secuencias reguladoras” se refiere a secuencias de nucledtidos localizadas
aguas arriba (secuencias no codificantes 5’), dentro o aguas abajo (secuencias no codificantes 3’) de una secuencia
codificante y que influyen en la transcripcion, el procesamiento o la estabilidad del ARN, o en la traduccién de la
secuencia codificante asociada. Las secuencias reguladoras incluyen potenciadores, promotores, secuencias lider de
traduccion, intrones y secuencias de sefial de poliadenilacion. Incluyen secuencias naturales y sintéticas, asi como
secuencias que pueden ser una combinacién de secuencias sintéticas y naturales. Algunas secuencias reguladoras
utiles en la presente invencion incluiran, pero no se limitan a, promotores constitutivos, promotores especificos de
tejidos, promotores especificos de la etapa de desarrollo, promotores inducibles y promotores virales.

El término “promotor” se refiere a una secuencia de nucleétidos, normalmente aguas arriba (5’) de su
secuencia codificante, que controla la expresion de la secuencia codificante, proporcionando el reconocimiento para la
ARN polimerasa y otros factores necesarios para una transcripcion apropiada. El término “promotor” incluye un promotor
minimo, que es una secuencia corta de ADN compuesta normalmente de una caja-TATA y otras secuencias que sirven
para especificar el sitio del comienzo de transcripcion, al que se afiaden elementos reguladores para controlar la
expresion. “Promotor” se refiere asimismo a una secuencia de nucleétidos que incluye un promotor minimo mas
elementos reguladores que son capaces de controlar la expresidon de una secuencia codificante o ARN funcional. Este
tipo de secuencia promotora consiste en elementos proximos y mas distales aguas arriba, denominandose estos ultimos
elementos potenciadores. En consecuencia, un “potenciador” es una secuencia de ADN que puede estimular la
actividad del promotor y puede ser un elemento innato del promotor o un elemento heterélogo insertado para potenciar
el nivel o la especificidad del tejido de un promotor. Es capaz de funcionar en ambas orientaciones (normal o volteada),
y es capaz de funcionar incluso cuando se desplaza aguas arriba o aguas abajo del promotor. Ambos potenciadores y
otros elementos del promotor aguas arriba se unen a las proteinas de unién a ADN especificas de la secuencia que
median sus efectos. Los promotores pueden proceder en su totalidad de un gen nativo o estar compuestos de distintos
elementos derivados de distintos promotores encontrados en la naturaleza, o incluso compuestos de segmentos de
ADN sintéticos. Un promotor puede contener también secuencias de ADN que estan implicadas en la union de factores
proteicos que controlan la eficacia del comienzo de la transcripcién en respuesta a condiciones fisiolégicas o de
desarrollo. La regulacion de la transcripcion puede depender también de la presencia de distintos agentes quimicos,
hormonas, inductores y similares. El especialista en la técnica podra facilmente seleccionar y reunir las secuencias
reguladoras mas adecuadas para la aplicacion especifica.
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La tecnologia transgénica ha sido ampliamente utilizada en la investigacion cientifica y se han establecido
varios protocolos diferentes. Aunque existen varios informes en la técnica sobre las limitaciones de las técnicas
transgénicas convencionales, los niveles de expresion transgénica varian entre las lineas (Palmiter y col., 1984) y a
veces incluso entre animales y la misma linea (Dobie y col., 1996; Sutherland y col., 2000), particularmente cuando se
utiliza ADNc mas que fragmentos gendmicos. La expresién transgénica variegada depende de los sitios de integracion
de los transgenes en los genomas huésped y compromete la expresion transgénica (Opsahl y col., 2003). Las
limitaciones de la microinyeccién de transgenes basados en plasmidos pueden ser superadas mediante la utilizacién de
sistemas de clonacién que adaptan el ADN en submegabases, tales como YACs (cromosoma artificial de levadura),
BACs (cromosoma artificial bacteriano) o PAC (cromosoma artificial derivado del fago P1). Estas técnicas estan bien
probadas en la generacion de ratones Tg (revisado por Giraldo y Montoliu, 2001). El especialista podra llevar a cabo las
etapas necesarias para la produccién y caracterizacion del animal Tg descrito aqui basandose en el estado de la técnica
y las ensefianzas proporcionadas aqui.

En una realizacion preferente, el constructo genético aqui descrito comprende el inserto del clon BAC bovino
#128E04. El clon BAC #128E04 es un clon procedente de una libreria BAC bovina obtenida a partir de ADN procedente
del repliegue genital de un feto macho de un toro Holstein de alto rango (obtenido de la libreria BAC bovina de INRA,
Eggen y col., 2001). El inserto del clon #128E04 se define como un segmento del cromosoma 18 del genoma bovino
entre las posiciones nucleotidicas 53543852 y 53652024 tal como se presenta en el NCBI Map Viewer, corriente Bos
taurus (vaca) Build 3.1 (basado en Btau 3.1) a 11 de agosto de 2007.

En una realizacion preferente, el constructo genético aqui descrito comprende el inserto del clon BAC de
conejo #262E02. Se aislé el clon BAC #262E02 de una libreria BAC de conejo (Rogel-Gaillard y col.,, 2001). Se
construyd la libreria BAC en el vector pBeloBAC11, se preparé un ADN de alto peso molecular a partir de glébulos
blancos de un conejo de Nueva Zelanda. La libreria BAC de conejo es manipulada por el centro de recursos del INRA
para animales domésticos y esta disponible al publico.

La modificacion especifica presente en el animal Tg descrito aqui prevé la sobreexpresion de un gen que
codifica la cadena-a de una proténa con actividad de FcRn. Tal como se emplea aqui, el término “sobreexpresion” se
refiere a niveles de expresidon que son superiores a los esperados de las dos copias gendmicas del gen de interés en
determinada especie. La sobreexpresion puede evaluarse a varios niveles de los procesos bioquimicos, por ejemplo a
nivel de transcripcion, traduccién, modificaciones post-translacionales, etc., hasta donde el nivel elevado de expresion
resulta en cambios detectables en la funcién de FcRn en comparacién con la expresion del nivel basico en el animal de
tipo salvaje. Por ejemplo, la proteina codificada por un gen de interés se puede expresar en una cantidad en aumento,
como en varios ejemplos descritos aqui, la cadena-a de una proteina con actividad de FcRn se sintetiza a altos niveles.

La sobreexpresion se puede conseguir mediante diversos medios diferentes bien conocidos por el especialista
en la técnica de la biologia molecular. Los ejemplos de formas de sobreexpresion de un gen de interés consisten en
incrementar el nimero de copias del gen o en incrementar la fuerza de unién de la regiéon promotora o en sobrerregular
los elementos potenciadores, o a la inversa inhibir o bloquear los elementos represores, y similares.

En los animales transgénicos preferentes descritos aqui, la sobreexpresion es independiente del sitio de
integracion y es dependiente del niumero de copias integradas. Sin embargo, el especialista en la técnica podra
determinar cuando es ventajoso o necesario utilizar uno cualquiera de los elementos genéticos disponibles para
conseguir la expresion limitada del transgén. Los ejemplos de elementos reguladores inducibles, asi como de los
elementos reguladores dependientes de los tejidos, 6rganos, etapa de desarrollo, etc., que permiten la expresion
sintonizada precisa del gen de interés son abundantes en la técnica anterior y estan a la disposicion del especialista en
la materia.

Tal como se describe aqui, la sobreexpresion se puede obtener mediante la integracion de mas de una copia
funcional del gen de interés en el genoma del animal Tg de la invencion. Preferentemente, los fragmentos de ADN que
contienen un gen de cadena-a de FcRn se &lan de los animales. Dichos grandes fragmentos de ADN pueden ser
aislados cribando una libreria de césmidos, YACs o BACs y similares, preparados a partir del ADN genémico del animal
no humano. Los clones YAC pueden llevar fragmentos de ADN de hasta 2 megabases, los clones BAC son capaces de
llevar fragmentos de ADN de tamafio mas pequefio (aproximadamente 150 - 250 kb). El animal de origen puede ser de
cualquier especie, por ejemplo uno que desempefie un papel significativo en la produccion comercial de anticuerpos
monoclonales o policlonales, tales como ratén, rata, conejo, oveja, cabra, bovino, cerdo, burro y caballo. Esta claro que
la seleccion del origen del transgén no es limitativa y la conveniencia del gen en los métodos de acuerdo con la presente
invencion puede ser comprobada por el especialista en la técnica en base a la ensefianza aportada aqui.

Los procedimientos para introducir el transgén en el animal receptor y para la seleccién de animales Tg son
bien conocidos por el especialista. Brevemente, los vectores transgénicos que llevan un gen de cadena-a de FcRn son
introducidos en la célula o células receptoras y luego son integrados en el genoma de la célula o células receptoras
mediante integracién al azar o integracion dirigida. Para la integracion al azar, un vector transgénico que contiene un
locus de FcRn se puede introducir en una célula receptora de un animal mediante tecnologias transgénicas estandar.
Por ejemplo, un vector transgénico se puede inyectar directamente en el pronicleo de un ovocito fertilizado. Un vector
transgénico se puede introducir también mediante la co-incubaciéon de esperma con el vector transgénico antes de la
fertilizacion del ovocito. Los animales transgénicos se pueden desarrollar a partir de ovocitos fertilizados.
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Otra forma de introducir un vector transgénico es la transgénesis lentiviral. Este método desarrollado
recientemente -aunque esté restringido en términos de tamafio del transgén- demostrdé ser muy eficaz en la creacion de
animales Tg en un numero de especies, por ejemplo ratones, ratas, cerdos, y es una herramienta especialmente
prometedora en el desarrollo de estrategias de terapia genética (Pfeifer, 2006). Otra forma para introducir un vector
transgénico es mediante transfeccion de células madre embrionarias y posterior inyeccion de las células madre
embrionarias modificadas genéticamente en los embriones en desarrollo. Finalmente, los animales Tg quiméricos se
producen a partir de embriones que contienen el transgén de FcRn integrado en el genoma de al menos algunas células
somaticas del animal Tg. Para la integracion dirigida, un vector transgénico se puede introducir en células receptoras
apropiadas de animal, tales como las células madre embrionarias o las células somaticas ya diferenciadas.

En realizaciones especificas, la integracion del transgén puede resultar en la pérdida del locus enddgeno
correspondiente de la cadena-a de FcRn mediante procedimientos de recombina@m homodloga. Alternativamente, el
locus nativo de FcRn puede ser noqueado independientemente de la introduccion del transgén. Por ejemplo, se puede
obtener el animal deseado mediante practicas clasicas de reproduccién y apareamiento utilizando padres con genotipos
noqueados. Sin embargo, la sustitucion del locus endégeno de FcRn no es necesaria para alcanzar el objeto de la
invencién. El especialista en la técnica podra determinar si la presencia del gen enddgeno es perjudicial para la alta
produccién de inmunoglobulina. Sin embargo, cuando multiples copias del gen que codifica la cadena-a de una proteina
con actividad de FcRn se insertan para obtener la sobreexpresion del gen, en circunstancias normales, no se plantea
ninguna necesidad de dicha estrategia de sustitucion.

Si existe la necesidad de enriquecer un isotipo especifico de IgG que se una mas estrechamente al FcRn a
partir de una cadena-a exdgena de FcRn en lugar de sus homdlogos enddgenos, entonces es preferible suprimir
(noquear) el FcRn enddgeno y/o sustituirlo por la cadena-a exgena de FcRn. Un ejempl o importante es la
sobreproducciéon de IgG humana en animales Tg que llevan el ADN cromosomial humano que codifica la cadena
pesada y ligera de los genes humanos de inmunoglobulina. Es previsible que en animales la sobreexpresion por
ejemplo de la cadena-a de FcRn bovino y la supresion de la cadena-a de FcRn hésped s ean ventajosas para
enriquecer la IgG humana a costa de la IgG del huésped, que se une mas débilmente a la cadena-a exdgena de FcRn,
y, por tanto, se elimina mas rapidamente del animal. Un ejemplo similar es cuando se prefiere uno de los isotipos de 1gG
huésped para enriquecer a costa de los otros isotipos de IgG.

Las células seleccionadas entonces pueden fusionarse con células unitarias enucleadas de transferencia
nuclear, por ejemplo ovocitos. La fusidon se lleva a cabo de acuerdo con técnicas convencionales bien establecidas
(véase por ejemplo Cibelli y col., 1998). La enucleacion de ovocitos y la transferencia nuclear se pueden llevar a cabo
también mediante microcirugia utilizando pipetas de inyeccién (véase por ejemplo Wakayama y col., 1998). Las células
huevo resultantes se cultivan entonces en un medio apropiado y se transfieren a receptores sincronizados para generar
animales Tg. Alternativamente, las células madre embrionarias genéticamente modificadas seleccionadas pueden
inyectarse en embriones en desarrollo, que se desarrollan posteriormente en animales quiméricos.

Se describe también un animal transgénico no humano donde el animal Tg contiene multiples copias del
transgén. Tedricamente no existe limite planteado con respecto al nimero de copias del transgén introducido en el
animal Tg. El especialista en la técnica podra determinar facilmente si la sobreexpresion del gen que codifica la cadena-
a de una protdna con actividad de FcR n proporciona una expresion relativamente alta de FcRn para proporcionar los
efectos ventajosos de la invencién pero no tienen la expresiéon peligrosamente intensa del gen que perjudicaria la
homeostasis celular y la funcionalidad. En los ejemplos presentados aqui no se observaron modificaciones fenotipicas
entre las distintas lineas Tg de animales que incluyen hasta 10 copias del gen bFcRn completo (Bender y col., 2007).
Ademas, Lu y col. (Lu y col., 2007) presentaron datos para las lineas Tg que contenian hasta 15 copias de ADNc de
bFcRn bajo un promotor especifico de las glandulas mamarias sin modificaciones fenotipicas significativas.

Tal como se emplea aqui, el término “actividad de FcRn” se utiliza para indicar una serie de eventos que tienen
lugar in vivo. Tal como se ha expuesto ya durante la descripcion del estado de la técnica, se ha identificado primero el
FcRn en roedores como receptor que transfiere las inmunoglobulinas maternas de la madre al recién nacido a través del
intestino neonatal, y luego unos estudios demostraron que el FcRn desempefia un papel esencial en la regulacion del
transporte de IgG dentro y a través de células de diverso origen. Dentro del contexto de la presente descripcion, el
término “actividad de FcRn” se refiere principalmente al rescate de la IgG de la degradacion. En consecuencia, la
actividad de RcRn, segun se utiliza aqui, se define como la capacidad para unir la IgG-Fc y proteger la IgG contra la
degradacion.

Ademas, tal como se indicé primero aqui, el término “actividad de FcRn” segun se utiliza aqui, se refiere
también a la capacidad de FcRn para potenciar la respuesta inmune humoral, mas especificamente para potenciar la
expansion clonal de la célula 13 especifica del antigeno y, consecuentemente, la sintesis de IgM e IgG.

Puede determinarse la actividad de FcRn, por ejemplo, en una o varias etapas del proceso de rescate de IgG,
cuyo mecanismo se piensa que es mediado principalmente por las células endoteliales que forran los vasos sanguineos.
Dentro de estas células, el FcRn reside predominantemente en endosomas tempranos/de reciclaje, donde encuentra la
IgG internalizada por la endocitosis en fase fluida. EI ambiente acido de los endosomas facilita la interaccién. La IgG y la
albdmina unidas se vuelven a reciclar en la superficie y se liberan de la célula, mientras los ligandos no unidos van y
vienen aguas abajo hacia la degradacion lisosomal.
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Algunas de las etapas, sin embargo, pueden ser modeladas y definidas independientemente del significado
general del término.

La capacidad de unién de una IgG de interés o de moléculas que comprenden un dominio constante de IgG o
un fragmento Fc de la misma a FcRn puede ser caracterizada por diversos ensayos in vitro. La WO 97/34631 describe
detalladamente varios métodos.

Un método para la determinacion de la union entre IgG y FcRn es un ensayo in vitro que utiliza un complejo
aislado de FcRn y B2m que conserva la fundn in vivo de la unién IgG-Fc a un pH aproximado de 6, teniendo lugar la
liberacion de IgG-Fc unido al cambiar el pH hasta aproximadamente un pH de 7,2. El término “aproximadamente” tal
como se emplea aqui con referencia al pH se refiere al pH + 0,2. El complejo FcRn/B2m est unido a un soporte sdlido
tal como un pocillo de microtitulo, un filtro, una membrana, una columna o perlas. Los materiales comiUnmente
empleados para el soporte sélido son nylon, poliestireno, polipropileno y agarosa. En general, el contacto de los
componentes moleculares se consigue mediante la adiciéon de los componentes conjuntamente en solucién acuosa,
normalmente tamponada adecuadamente, y dejando que los componentes reaccionen entre si durante un periodo de
tiempo predeterminado. Segun el plan de ensayos, pueden resultar necesarias etapas de lavado entre las adiciones de
los distintos componentes. Estos componentes sirven para determinar la unidon que esta teniendo lugar entre los
componentes, y puede establecerse de acuerdo con diversos protocolos de ensayo bien conocidos, tal como ensayos
de unién competitiva, ensayos de union directa, ensayos sandwich y similares. Tras producirse todas las etapas
necesarias de union, la deteccion se lleva a cabo mediante las técnicas normalmente empleadas, por ejemplo mediante
la deteccidon de una sefal que puede ser radiactiva, enzimatica, fluorescente u otra sefial bien conocida. La sefial
medida es proporcional a la sefial medida (tal como en los ensayos de unién directa) o competitiva.

El método generalizado para determinar la unién entre IgG y FcRn se puede adaptar adecuadamente para
identificar la cadena-a apropiada de FcRn y/o el par de $2m que forma el heterodmero ideal de FcRn de unién a la IgG
de interés. En este caso, en la prueba se utiliza la cadena-a de FcRn derivada de distintas especies, o el resultado de
una mutacion, y una 32m que se une con una mayor afinidad a la IgG de interés. En primer lugar, una IgG conocida por
unirse a FcRn (por ejemplo, la IgG humana al bFcRn) se utiliza en condiciones apropiadas para la unién. Este plan
inicial es seguido de experimentos en los que la cadena-a original de FcRn serd sustituida por la cadena -a de FcRn de
una especie diferente o generada por mutagénesis in vitro y se sometera entonces a ensayo la union a la IgG en
cuestion. La mejor cadena-a de FcRn se puede identificar mediante la comparacidn de la afinidad de unién del complejo
con el complejo original de unién. Se podria utilizar un método similar para encontrar la mgl@m posible para
emparejarse con una cadena-a de FcRn predeterminada. Alternativa o adicionalmente se pueden empleartnicas de
alto rendimiento para ensayar simultaneamente varios pares de combinaciones de cadena-a de FcRn y 2m. El
complejo aislado de FcRn y 32m, que conserva la fun@dn in vivo de la unién de IgG-Fc, es producido preferentemente
mediante sintesis in vitro a partir de acidos nucleicos construidos que codifican las proteinas respectivas. Las proteinas
se pueden sintetizar separadamente y luego ser afadidas conjuntamente para producir el complejo. Los segmentos de
ADN que codifican estas proteinas se pueden incorporar en un vector recombinante en una posicion tal que el vector se
convierta en capaz de expresar una proteina. Las técnicas para la manipulacién de segmentos de ADN de esta forma,
por ejemplo, mediante constructos genéticos por endonucleasas de restriccion, serdn reconocidas por los especialistas
en la técnica a la luz tanto de la presente descripcion como de referencias tales como Ausubel y col., 1998. Los
especialistas en la técnica reconoceran que existen métodos adicionales que se pueden utilizar para producir un
complejo adecuado para el método in vitro descrito directamente mas arriba. Alternativamente, componentes endégenos
complejos se pueden aislar de una fuente celular apropiada.

La afinidad de una IgG de interés por FcRn se puede medir mediante la medicion por resonancia de plasmén
superficial (SPR) utilizando, por ejemplo, un BlAcore 2000 (BlAcore Inc.) tal como se ha descrito anteriormente
(Karlsson y col., 1991; Popov y col., 1996). En este método, las moléculas de FcRn se acoplan a un chip sensor BlAcore
(por ejemplo, chip CM5 de Pharmacia) y la unién de la IgG a peticion del FcRn inmovilizado se mide a cierto caudal para
obtener sensogramas con el software 2.1 de evaluacién B1A en base a qué velocidad maxima-minima de la IgG es
solicitada, se pueden calcular los dominios constantes o fragmentos de la misma con respecto a FcRn.

Las afinidades relativas de la IgG de interés o de fragmentos de la misma por FcRn se pueden medir también
por ejemplo mediante un ensayo de union competitiva. La IgG de interés se afiade en distintas cantidades a los pocillos
de una placa de 96 pocillos en la que se inmoviliza el FcRn. Entonces se afiade a cada pocillo una cantidad constante
de IgG radiomarcada. Se dibuja la radioactividad porcentual de la fraccion unida en funcion de la cantidad de 1gG de tipo
salvaje y su afinidad relativa se puede calcular a partir de la pendiente de la curva. Ademas, las afinidades de la IgG de
interés o de fragmentos de la misma por FcRn se pueden medir también mediante estudios de saturacion y analisis
Scatchard o por otros medios, por ejemplo calculos de regresion no lineal (ajuste de curvas).

La transferencia de la IgG solicitada o de fragmentos de la misma a través de la célula por FcRn se puede
medir mediante un ensayo de transferencia in vitro utilizando 1gG radiomarcada o fragmentos de la misma y células que
expresan el FcRn y mediante la comparacién de la radioactividad de un lado de la monocapa celular con la del otro lado.

Otro ensayo para identificar el FcRn de la IgG protectora in vivo es un ensayo de cultivo celular. Las células de
mamiferos que expresan funcionalmente FcRn en cultivo son generadas o identificadas a partir de células preexistentes
de mamiferos. Las células adecuadas para su utilizacion en este ensayo son capaces de catabolizar la IgG, la expresion
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del FcRn en estas células provocan una disminucion del catabolismo. La expresion funcional del FcRn tal como se
menciona en el contexto de un ensayo in vivo indica que los complejos de la cadena-a de FcRn con 2m se unen a una
IgG de interés y protegen la IgG unida contra la degradacién. Para identificar la cadena-a de FcRn apropiada, una serie
de células que expresan distintas cadenas-a de FcRn y la IgG de iné=r se pone en contacto con las células. Se
incuban las células en condiciones adecuadas y conducentes a la funcién celular normal, y luego se ensayan en busca
del catabolismo de 1gG. Una disminucion sustancial en el catabolismo de la IgG en las células que expresan el FcRn en
comparacion con el catabolismo de la IgG en las células de control que no expresan el FcRn es una indicacion de que la
cadena-a de FcRn candidata protege la IgG contra la degradaadn. Este ensayo detecta la funcion de FcRn a través de
la union a la 1gG, la internalizacion y la proteccion. Se pueden utilizar para el ensayo de cultivo celular lineas celulares
conocidas en la técnica, asi como células primarias de la especie seleccionada para producir el anticuerpo a su
inmunizacion. Este ensayo es crucial para testar aquellas moléculas hibridas de la cadena-a de FcRn que e&h
compuestas de una parte extracelular superior en la unién de IgG y de una transmembrana y un segmento citoplasmico
gue es especifico de la especie que se utilizara para la inmunizacién.

Tal como se menciona con respecto a la descripcion del estado de la técnica, FCRn es una molécula
heterodimera compuesta de una cadena-a de tipo MHC de clase | y una B2-microglobulina (32m). La cadena-a de FcRn
(simbolo aprobado: FCGRT, nombre aprobado: receptor Fc, 1gG, portador de la cadena alfa, receptor de la
inmunoglobulina G de fragmento Fc; receptor Fc neonatal, cadena alfa de FcRn) proporciona a la molécula sus
caracteristicas especificas, mientras que IB2m es un componente omnipresente en  diversos complejos proteicos
diferentes. Es obvio para el especialista en la técnica que, para los métodos de la presente invencidon, ambas
subunidades del heterodimero deben estar presentes en cantidades adecuadas. La caracteristica determinante para
producir niveles elevados de inmunoglobulinas de acuerdo con la invencion es la sobreexpresion de un gen que codifica
la cadena-a de la moécula del FcRn, tal como se ha descrito anteriormente. Sin embargo, esta claro que cantidades
equimolares de la otra cadena, 2m, son necesarias para producir el FcRn funcional. Por tanto, para la practica de la
invencion, el especialista debe tener en cuenta la disponibilidad celular de B2m. La cortelaentre los niveles
esperados del heterodimero FcRn en base a las modificaciones genéticas realizadas en el animal Tg y la actividad
medida de FcRn deberia ser indicativa de cualquier problema que surja del suministro insuficiente de f2m. El
especialista en la técnica anterior y en la presente descripcion dispone de métodos para evaluar ambos factores.
Similarmente, cuando resulta necesario, el nivel de $2m puede ser aumentado por el especialista, por ejemplo utilizando
metodologias transgénicas del estado de la técnica. En realizaciones especificas, la presente invencidon se puede
mejorar aun mas proporcionando animales Tg que sobreexpresen simultdneamente tanto la cadena-a de FcRn como la
cadena de B2-microglobulina a partir y/o mediante constructos genéticos iguales o diferentes.

Como se deriva a partir de la seccidon anterior que expone la actividad de FcRn, la composicion del
heterodimero puede ser un factor significativo en la determinacién de su actividad. En consecuencia, se contempla
también cualquier combinacion deseada de la cadena-a y la B2m para obtener el nivel incrementado de
inmunoglobulinas en el suero del animal Tg. Las implicaciones de las caracteristicas de union y afinidad especifica de
FcRn se detallan mas arriba; sin embargo, estas propiedades del heterodimero FcRn vienen determinadas también por
su composicion en subunidades. Tal como se expuso en la descripcion de la técnica anterior, la fuerza de la unién entre
el FcRn bovino y la IgG humana es mas alta que entre el FcRn humano y la IgG humana. Por tanto, un aspecto muy
importante consiste en proporcionar moléculas de FcRn con caracteristicas de unién superiores a las de la molécula
nativa de FcRn del animal Tg. En particular, esta meta se puede alcanzar mediante la prueba y seleccion de la mejor
combinacién posible de la cadena-a y la $2m del FcRn para la produccidon de inmunoglobulinas en el animal Tg. Esto se
puede lograr introduciendo una cadena-a o una 2m adecuada procedente de una especie animal diferente o igual. El
especialista en la técnica sera capaz de llevar a cabo las modificaciones necesarias en el animal Tg después de haber
determinado las caracteristicas de unién tal como se detalla aqui. En consecuencia, cuando la presente especificacion
se refiere al animal Tg, se pretende referir a un animal que no sélo incorpora un gen que codifica la cadena-a de una
proteina con actividad de FcRn, sino que si es necesario el gen que codifica la cadena-a de una proteina con actividad
de FcRn y el gen que codifica la f2-microglobulina.

Se describe también cémo se consigue potenciar la actividad de FcRn mediante la introduccién en un animal
no humano de un constructo genético que codifica 32m. El especialista en l&édnica sera capaz de determinar las
condiciones necesarias para conseguir esta potenciacion. Todas las consideraciones expuestas con respecto a la
cadena-a del FcRn se aplicaran el mutatis mutandi a las modificaciones que involucran la f2-microglobulina (f2m).

Asimismo se describe como utilizar versiones mutantes de la cadena-a o de la B2m, siempre que las
modificaciones resulten en una molécula funcional de FcRn que cumpla con los requisitos de actividad tal como se han
descrito anteriormente. El especialista en la técnica de la biologia molecular conoce bien las tecnologias de mutacion.
Sin embargo, para definir la proteina adecuada de FcRn, en lugar del requisito de actividad, se puede establecer la
homologia estructural entre la proteina mutante y la nativa. Se recalca aqui que la homologia estructural es una
caracteristica disponible, pero no limitativa, para caracterizar el transgén. La cadena-a de la proténa de FcRn puede
tener una identidad de secuencia del 60% aproximadamente o mas con la secuencia de la proteina bovina de FcRn tal
como se utiliza en la presente ensefianza. Los términos “identidad de secuencia”, “homologia” y “variante” se utilizan de
forma intercambiable en la presente especificacion. Cuando se dice que un aminoacido es homadlogo a otro, significa
que una de las secuencias de aminoacido en cuestion tiene al menos un 60%, preferentemente al menos un 70%,
particularmente al menos un 80%, especialmente al menos un 90%, y de forma todavia mas preferente al menos un
95% de identidad de secuencia con la otra secuencia. Para determinar si las secuencias son, digamos, al menos un
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60% idénticas, se puede utilizar el programa FastDB de bases de datos EMBL o SWISSPROT. Se pueden utilizar
también para la determinacion de esta homologia otros algoritmos y realizaciones informatizadas de los mismos bien
conocidos en la técnica.

En una realizacién especifica, la versién mutante de la cadena-a de la proteina de FcRn esta desprovista de un
sitio de unién a albumina funcional. Tal como se ha expuesto anteriormente, el FcRn tiene dos sitios de unién
independientes para las inmunoglobulinas y la albumina. La albumina es una molécula de 67 kD que constituye dos
terceras partes de la masa proteica del suero. Transporta una gran variedad de moléculas tales como acidos grasos,
acidos biliares, eicosanoides, vitaminas, hormonas, iones, toxinas y farmacos. Asimismo, la albumina dota la sangre de
la mayoria de su presion osmética coloidal y es la mayor proteina tampén de pH del suero. En un estado normal, el nivel
total de IgG se encuentra en el rango de 10-15 mg/ml (Manz y col., 2005) y el nivel de albumina es de 40-48 mg/ml
(Beers y Berkow, 1999). Aproximadamente el 75 por ciento de la presidon osmatica coloidal total del plasma resulta de la
fraccion de albumina y el 25 por ciento de las globulinas (principalmente la IgG) (Guyton, 1991). Debido a que el peso
molecular de la IgG es casi tres veces el de la albumina (150-160 contra 67 kDa), en base a un simple calculo de su
relacion molecular (que incluye la presién osmotica coloidal), el incremento de tres unidades de IgG es idéntico al
incremento de una unidad de albumina en cuanto a la presién oncética del plasma (que es la presién atribuida a la
fraccion de proteina del suero). Por tanto, la sobreexpresion del FcRn con el propésito de generar mas 1gG especifica
del antigeno puede resultar ventajosa, sin embargo puede conducir a un estado mas bien nocivo, especialmente si
coincide con un nivel mas alto de lo normal de albumina. Como el FcRn se une a la IgG y a la albumina en dos sitios
diferentes (Andersen y col., 2006; Chaudhury y col., 2006) y un estudio reciente demostré que la delecién mutacional del
sitio de union a la albumina en la cadena-a de FcRn no conduda a la pérdida de unién de IgG in vitro (Andersen y col.,
2006), se puede concluir que no existe competicion alguna entre los dos ligandos.

Incluso a falta de dicho efecto competitivo, dependiendo del nimero de copias del FcRn presente en el animal
Tg, el nivel de albumina en el suero sanguineo puede aumentar hasta un nivel tan alto que pueda causar problemas al
animal. Por consiguiente, el animal que contiene el FcRn mutante con el sitio de unién a la albumina no funcional sera
capaz de funcionar mejor de acuerdo con la invencién para producir anticuerpos utiles. El tipo de mutacion especifica
que causa el funcionamiento defectuoso del sitio de unién a la albumina sera determinado facilmente por el especialista
en la técnica, que podra también llevar a cabo la etapa bioldgica molecular necesaria y otras etapas para crear el animal
Tg sin carga experimental indebida.

Tal como se ha mencionado ya aqui, la salud general del animal es muy importante para poner en practica la
invenciéon de una forma econémicamente viable. Se demostré que los animales Tg, tal como se presentan aqui, vivian
durante mas de un afio sin sintomas patoldgicos.

En otra realizacion de la presente invencion, el método de acuerdo con la invencion utiliza un animal Tg que
contiene una proteina con actividad de FcRn que comprende una cadena-a quimérica que incluye el dominio intracelular
enddégeno de la proteina de FcRn del animal Tg en combinaciéon con un dominio extracelular de origen extrafo. El
componente del dominio extracelular se selecciona tal como se ha descrito anteriormente. En esta realizacion, la
cadena-a quimérica podria ayudar a superar estas situaciones cuando la proteina codificada por el transgén no funciona
correctamente debido a que sus propiedades de sefializacion intracelular no son compatibles con las del animal
receptor. Esto convertiria el heterodimero FcRn en no funcional; sin embargo, la capacidad de unién a la
inmunoglobulina superior del receptor extrafio hace que valga la pena utilizar esta quimera. El especialista en la técnica
podra facilmente aplicar metodologias de construccién genética del estado de la técnica para generar el receptor
quimérico de acuerdo con esta realizacion.

En otro aspecto descrito aqui, el animal Tg se consigue a partir de un animal que ya es transgénico para
producir inmunoglobulinas que son humanas o humanizadas. La técnica ha reconocido la importancia de producir
inmunoglobulinas humanas o humanizadas en animales Tg, y dichos animales de distintas especies han sido generados
recientemente. Una tecnologia que ha sido explorada para generar mAbs de baja inmunogenicidad para la terapia
humana in vivo implica utilizar ratones Tg que expresan repertorios de secuencias genéticas de anticuerpos humanos.
En el futuro puede que sea posible extender esta tecnologia mas alla de los roedores y utilizar animales de granja Tg
(por ejemplo bovinos, conejos) para generar directamente y producir sueros policlonales con secuencias humanas
(Lonberg, 2005). La US 2006117395 describe la produccién de bovinos Tg que comprende una modificacion genética
que resulta en la inactivacion y pérdida de expresion de sus anticuerpos enddgenos y en la expresion de los anticuerpos
xenogenos, preferentemente anticuerpos humanos. Esto se realiza mediante la inactivacion de la expresion de la
cadena pesada de la IgM bovina y, opcionalmente, mediante la inactivacion de la expresion de la cadena ligera de la Ig
bovina, asi como mediante la introduccién posterior de un cromosoma artificial que resulta en la expresion de
anticuerpos no bovinos, preferentemente anticuerpos humanos. La US 20070033661 describe otra aproximacion para
aumentar la expresion de la inmunoglobulina en animales transgénicos no humanos mediante la sobreexpresién del
inhibidor de apoptosis, cuya expresion es dirigida por un promotor especifico de las células-B especificamente en la
célula-B del animal, potenciando asi la supervivencia de las células-B. La WO0212437 describe anticuerpos
humanizados producidos a partir de animales Tg no humanos que son construidos genéticamente para contener uno o
varios loci de inmunoglobulina humanizada capaces de experimentar una reordenaciéon genética y una conversion
genética en animales Tg no humanos para producir inmunoglobulinas humanizadas diversificadas. Recientemente se
han conseguido conejos Tg que expresan el repertorio de anticuerpos humanizados (Thorey y col., 2006).
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Se describen aqui las ventajas significativas de estos animales Tg para la produccion mejorada de
inmunoglobulinas. Por ejemplo, la seleccion e introduccion del transgén de FcRn de acuerdo con los procedimientos
sefialados en la presente descripcién podrian asegurar una produccion de inmunoglobulinas en estos animales Tg
6ptima mediante la utilizacion del socio de unién mas eficaz a FcRn para las inmunoglobulinas producidas por el animal
receptor, ya sean inmunoglobulinas enddgenas o anticuerpos humanizados o humanos producidos transgénicamente.
Por tanto, se contempla utilizar animales ya Tg que producen inmunoglobulinas humanas o humanizadas como punto
de partida para introducir una o varias copias de la cadena-a de FcRn y proporcionar las ventajas de los nétodos de la
presente invencion. Alternativamente, un doble animal transgénico con el fenotipo ventajoso podria crearse mediante el
apareamiento de un animal Tg que produce inmunoglobulinas humanizadas con un animal generado tal como se
describe aqui.

En un aspecto de la presente invencién, se proporciona un método segun se reivindica para la produccion de
niveles elevados de inmunoglobulinas en el suero de un animal, el cual comprende proporcionar un animal Tg tal como
se describe anteriormente y utilizar dicho animal de acuerdo con cualquier protocolo establecido de inmunizacién para la
produccién de inmunoglobulinas.

En otro aspecto de la presente invencion, la potenciacion de la respuesta inmune incluye potenciar la
expansion clonal de células B especificas del antigeno. El papel del FcRn en la modulacién de la respuesta inmune a
través de la expansion clonal de células B y la sintesis de las inmunoglobulinas se reportan aqui por primera vez. Es un
descubrimiento notable e inesperado. La mayoria de los estudios que han descrito el estado inmune humoral en
animales que carecian de FcRn funcional, ya sea en estudios anteriores en ratones noquefidrs derés
recientemente en animales noqueados de cadena-a de FcRn, no mostraron deterioro de la ttesis de IgG y los bajos
niveles de IgG en suero fueron definidos por la proteccion deteriorada de la IgG en estos animales (Junghans y
Anderson, 1996; Roopenian y col., 2003). Otros estudios, sin embargo, reportaron que la sintesis de la IgG se redujo en
animales que carecian def2m, sin embargo no llegaron a una expl icacion definitiva (Ghetie y col., 1996; Israel y col.,
1995).

Ocurrié aqui que 25 dias después de la inmunizaciéon con OVA, habia dos veces mas células que secretaban la
IgM especifica de la OVA y tres veces mas células que secretaban la IgG especifica de la OVA en ratones Tg en
comparacién con animales wt. La expansion clonal mejorada de células B especificas del antigeno se puede explicar
parcialmente por el descubrimiento de que los bazos de los ratones Tg eran significativamente mas gordos en
comparacion con sus controles wt, tal como también se observé. Una reaccion inmune mas aumentada es soportada
ademas por los perfiles inmunoldgicos celulares, en los que se encontraron cambios similares en la proporcion de
componentes celulares después de la inmunizacién en ratones Tg y wt, pero los ratones Tg mostraron un cambio mas
radical. En ambos grupos habia una disminucién proporcional de células que expresaban B220, CD3, en paralelo con
un incremento significativo, aunque moderado, de CD11b+ / CD11¢c+ / MHC11, y un influjo significativamente masivo de
células portadoras CD11b%" / Gr-12", lo que sugiere que la poblacion celular dominante que afluyé al bazo durante la
respuesta inmune secundaria se componia de neutroéfilos y, en menor medida, de macréfagos y/o células dendriticas.
En consecuencia, en otro aspecto de los métodos de la presente invencién, la potenciacion de la respuesta inmune
incluye el estimulo del flujo de neutréfilos, macréfagos y/o células dendriticas a los érganos linfoides secundarios.

Los drganos linfoides periféricos o secundarios son los lugares donde se inician las respuestas inmunes
adaptativas y donde se mantienen los linfocitos. Estos son los ndodulos linfaticos, el bazo y los érganos linfoides
mucosales. Consecuentemente, en realizaciones preferentes, el 6rgano linfoide secundario es el bazo y los nédulos
linfaticos.

Aunque se observo la expresion de FcRn en monocitos, macréfagos y células dendriticas (Sachs y col., 2006;
Stirling y col., 2005; Zhu y col., 2001), su funcién en estas células sigue siendo poco clara y, ello, el papel del FcRn en la
presentacion del antigeno, que tendria una consecuencia directa sobre la sintesis de las inmunoglobulinas, sigue siendo
poco claro. Por otra parte, un estudio mas reciente revel6 que el FcRn desempefa un papel mas importante en la
fagocitosis mediada por IgG en monocitos y leucocitos polimorfonucleares (Vidarsson y col., 2006). Debido a que se
detecto la expresion de bFcRn en neutréfilos y macréfagos derivados del peritoneo de los ratones Tg, se puede suponer
que la sobreexpresion de FcRn en estas células media en la fagocitosis potenciada del antigeno (en forma
inmunocompleja) e incluso en la presentacion del antigeno, lo que resulta entonces en mas células plasmaticas
productoras de IgG e IgM especificas del antigeno en los 6rganos linfoides secundarios. Si esta teoria es correcta, esta
potenciacion es obvia una vez producida la IgG y no antes. En realidad, se encontraron titulos incrementados de IgM
solamente después de la aparicidon de la IgG especifica de la OVA, principalmente en la respuesta inmune secundaria.
Sin embargo, el analisis del perfil inmunolégico celular del bazo demostré que el tipo celular dominante que entré en el
bazo después de la inmunizacion consistia en neutréfilos. En base a otro informe reciente (Maletto y col., 2006), los
neutrofilos comprendian la principal poblacién de células portadoras de antigeno en los 6rganos linfoides una vez que
tenia lugar una respuesta inmune especifica y se formaba el inmunocomplejo IgG-antigeno. Se demostr6 también que
los neutrdfilos en los 6rganos linfoides secundarios expresaban principalmente el TNF-alfa y contribuian a la calidad de
la respuesta inmune secundaria establecida. Este descubrimiento proporciona una explicacién plausible sobre por qué
existe un influjo notable de las células portadoras de CD11b®" y Gr-1*" en los ratones Tg y wt de los inventores. Dado
que los ratones Tg producian mucha mas IgG especifica de la OVA y sobreexpresaban FcRn en estas células, se puede
explicar también por qué los ratones Tg muestran un mayor influjo de estas células en el bazo, mayor expansion clonal
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de células B especificas del antigeno y consecuentemente una respuesta mas fuerte al anticuerpo en comparacion con
sus controles de tipo salvaje.

Un aspecto importante de la presente invencidon es que se desarrolla el mismo nivel de respuesta inmune
humoral con menos numero de retos antigénicos en comparacion con un animal de control no transgénico de la misma
especie. Esta caracteristica de la presente invencién es muy ventajosa cuando se necesitan al mismo tiempo grandes
cantidades de antisueros y que un gran numero de animales sean inmunizados en paralelo con antigenos a veces
caros. El ahorro en el coste puede ser sustancial incluso cuando se puede eliminar una inyeccion de refuerzo.

Otro aspecto importante de la presente invencién consiste en que se desarrolla mas rapidamente el mismo
nivel de respuesta inmune humoral en comparaciéon con un animal de control no transgénico de la misma especie. El
especialista en la técnica podra facilmente adaptar cualquier protocolo de inmunizaciéon adecuado cuando se utiliza el
animal en un método de acuerdo con la invencion y determinar el mejor momento para cosechar los anticuerpos
producidos. Cuando el animal utilizado para la producciéon de anticuerpos se emplea repetidas veces (tal como cabra,
oveja, otros animales grandes), esta caracteristica de la invencion conducira a tiempos de ciclo mejorados para
cosechar los anticuerpos, siendo evidentes las implicaciones comerciales. Cuando se sacrifica el animal al final del
protocolo (tal como conejos), la ventaja comercial es aun mayor: un productor de anticuerpos especializado en el
suministro de antisueros por encargo para antigenos suministrados por el cliente sera capaz de proporcionar el
antisuero solicitado mas rapidamente, permitiendo asi que el cliente se encuentre en una posicién ventajosa en el
mundo actual, donde los desarrollos cientificos se aceleran y la competencia abunda.

Breve Descripcion de las Figuras

Figura 1: Estructura y caracterizacion del transgén BAC bovino 128E04. A: representacion esquematica del
fragmento genémico de BAC 128E04 con las posiciones relativas de bFCGRT vy los cinco genes codificantes de la
proteina putativa: FLT3LG, LOC539196 y los LOC522073, LOC511234, LOC511235. B: El aspecto intacto del transgén
integrado fue detectado por PCR. I: ADN gendmico procedente de la linea transgénica #9; 1l: ADN gendémico procedente
de la linea transgénica #14; lll: ADN genémico procedente de la linea transgénica #19 y IV: plantillas de ADN gendmico
del BAC de control 128E04. Ranuras: MM: escala de 1kb, PCRs especificas de 1: BAC 128E04 extremo 5’, 2: FLT3LG,
3: LOC539196, 4: FCGRT, 5: LOC522073, 6: LOC51 1234, 7: LOC511235, 8: BAC12804 extremo 3. Observar que
LOC51 1234, LOC 511235 y los fragmentos especificos del extremo 3’ no habian sido amplificados a partir del ADN
genomico de la linea transgénica #9.

Figura 2: La metafase se extiende desde los fibroblastos derivados de las lineas transgénicas #14 y #19. El
analisis FISH revelo que el clon BAC 128E04 marcado con fluorescencia, que lleva el bFCGRT, se hibridé a segmentos
cromosémicos totalmente diferentes en los fibroblastos de raton #14 y #19 respectivamente, lo que excluye la
posibilidad de que el fenotipo de las cepas de ratdn transgénico #14 y #19 sea dependiente del sitio de integracion.

Figura 3: Curvas estandar de Ct en funcion del numero de copias log (Q) en el caso de la B-actina de ratén y la
cadena-a de bFcRn (bFCGRT), respectivamente, con el fin de determinar la cantidad absoluta del @mero de copias de
bFcRn en ratones Mg (linea #14 y #19) utilizando PCR cuantitativa en tiempo real. Ct es el ciclo al que la fluorescencia
cruza un valor umbral utilizando la PCR cuantitativa en tiempo real. La deteccidén se realiz6 mediante tecnologia
fluorogénica de nucleasa 5k (TagMan, (Lee y col., 1993) en un Sistema de Deteccion de Secuencias ABI Prism 7000
(Applied Biosystems Foster City CA, USA)).

Figura 4: Expresion de ARNm especifico de bFcRn dependiente del nimero de copias del transgén. A: RT-PCR
de las muestras de tejidos hemicigotos de las lineas transgénicas #9 (1,4,7,10), #14 (2,5,8,11), #19 (3,6,9,12)
respectivamente. Ranuras: MW: escala de 1kb, 1-3 pulmén; 4-6 higado; 7-9 intestino de recién nacido; 10-12 glandula
mamaria. B: andlisis Northern para detectar la expresién del ARNm de la cadena-a de bFcRn en las muestras de ARN
total de higado. Ranura 1: ratén de tipo salvaje; 2: bovino, 3-4: los ratones hemi- y homocigotos de la linea #14
corresponden a dos y cuatro copias del transgén de bFcRn; 5-6: los ratones hemi- y homocigotos de la linea #19
corresponden a cinco y diez copias del transgén de bFcRn. C: evaluacidon cuantitativa de la expresién de bFcRn
dependiente del numero de copias del transgén segun se detecta en analisis Northern. Las columnas representan la
densidad optica (media), mientras que las barras de error representan el error estandar de la media. La significancia
estadistica se indica como sigue: *, p<0,05, **, p<0,01.

Figura 5: nivel proteico dependiente del numero de copias de bFcRn en pulmén de ratones Tg y wt. Western
blot de la proteina celular total (30ug/banda) utilizando un antisuero de conejo purificado por afinidad (B4 - extracto de
la linea celular MAC-T transfectada de forma estable de la cadena-a de bFcRn (Kacskovics y col., 2006a); WT - raton de
tipo salvaje; TG2 - ratén hemicigoto, linea #14; TG5 - ratdn hemicigoto, linea #19). Los marcadores del peso molecular
en kilodalton vienen indicados a la izquierda. El suero purificado por afinidad especifico de la cadena-a de bFcRn
(Mayer y col., 2002) detect6 una banda de aproximadamente 40 kDa en muestras de tejido de pulmon transgénico
similares a las del extracto celular de control positivo transfectado (B4) de bFcRn. La segunda banda (flecha
discontinua) representa positivamente una forma no glicosilada menos abundante del receptor. La comparacion de la
cantidad de cadena-a de FcRn recombinante en TG2 y TG5, que corresponde a dos y cinco copias del transgén,
respectivamente, revela que la expresion dependiente del nimero de copias es obvia no sélo a nivel del ARNm sino
también a nivel proteico.
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Figura 6: Farmacocinética de la IgG de ratén (A) y humana (B) en ratones Tg (linea #14, homocigota, lleva 4
copias de bFcRn) y wt con bFcRn. Los datos modelados (simulados en base al promedio geométrico de los parametros
farmacocinéticos primarios) asi como la concentracion media de anticuerpos observadag{ml) para los tres a cinco
animales (jévenes miembros adultos de una camada) se trazaron en funcién del tiempo (horas después de la inyeccion)
de las IgG de raton (10 mg/BW,g) y humana (10 y 20 mg/BW,g). Los insertos muestran los valores de la vida media de
las 1gG inyectadas que se calcularon con el software profesional WinNonLin aplicando los dos modelos
compartimentales. Las vidas medias de IgG en los animales Tg fueron significativamente mas largas en comparacion
con los ratones wt. Se ensayaron muestras por duplicado y las barras de error representan el error estandar del
promedio (SEM). La significancia estadistica se indica como sigue: *, p<0,05; **, p<0,01.

Figura 7: la sobreexpresion de bFcRn resulta en un fuerte aumento de la respuesta inmune en ratones Tg sin
alterar su naturaleza. Se inmunizaron via ip ratones Tg y wt mediante OVA en CFA y 14 dias mas tarde fueron
desafiados con OVA en 1FA. Sueros muestreados en serie se analizaron en busca de IgG e IgM especifica de la OVA.
En el caso de los ratones Tg, los titulos de IgM fueron mas altos en la respuesta inmune secundaria en comparacion
con los niveles de IgM en la respuesta inmune primaria y significativamente mas altos en comparacién con los de los
ratones wt. Los niveles de significancia indican la diferencia entre los ratones Tg y wt (A). Los titulos de IgG especificos
de la OVA se triplicaron casi en los ratones Tg en comparacion con los de los animales wt durante la respuesta inmune
secundaria. Los niveles de significancia indican la diferencia entre los ratones Tg y wt (B). A los 32 dias de la
inmunizacion, se analizaron los titulos de los isotipos de IgG especificos de la OVA. Los ratones Tg produjeron titulos
significativamente mas altos de los isotipos de IgG (excepto 1gG3), sin embargo la proporcion de los mismos no fue
diferente comparado con la de los ratones wt, indicando que la sobreexpresién de bFcRn incrementé la produccién de
IgG especifica de la OVA sin alterarla (C). La produccion total de IgG reflejo los titulos de IgG especifica de la OVA, los
ratones Tg produjeron una cantidad significativamente mas alta de IgG en comparacion con sus hermanos wt. Es de
notar que mostraron niveles mas altos de IgG incluso antes de la inmunizacion (D). Los valores mostrados son el
promedio +SEM. *, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001; ns, p>0,05. La eficacia de la captacién del inmunocomplejo FITC-
OVA se analiz6 mediante FACS (E). La linea de puntos negros indica la autofluorescencia de las células P388, la linea
gris indica la captacion de OVA-FITC no inmunocomplejado; la linea negra indica la captacion del inmunocomplejo OVA-
FITC preparado a partir de sueros wt, mientras que la zona en gris representa la captacion del inmunocomplejo OVA-
FITC preparado a partir de sueros Tg. Encontramos fagocitosis no potenciada mediante la utilizaciéon de 2,5 ul de sueros
en comparacion con la captacion de OVA-FITC (2,5 pl). Sin embargo, se observd un potenciacion significativa mediante
la utilizacion de 10 pl de sueros procedentes de ratones Tg, mientras no habia ningin aumento de la fagocitosis en esta
cantidad procedente de ratones wt (10 pl). Finalmente, 40n.1 de sueros procedentes de ratones Tg y wt resultaron en
una fagocitosis igualmente incrementada en comparacion con la forma no inmunocomplejada de OVA-FITC (40 pl).

Figura 8: Los ratones Tg y wt respondieron similarmente a la inmunizacién con FITC-dextrano. Los ratones Tg
(linea #14) y wt fueron inmunizados via intraperitoneal con FITC-dextrano y fueron desafiados similarmente dos
semanas mas tarde. Observamos en primer lugar la IgM especifica de FITC, sin diferencia entre los animales Tg y wt. Al
analizar la respuesta inmune durante el transcurso de la inmunizacién, observamos una produccion incrementada de
IgM después de la segunda inmunizacioén en los ratones tanto Tg como wt.

Figura 9: células de bazo procedentes de ratones (tres animales machos en cada grupo) inmunizadas con
OVA+CFA, desafiadas el dia 14 con OVA+IFA, y cosechadas el dia 25. Se duplicaron las células productoras de IgM
especificas de la OVA, mientras células de IgG especificas de la OVA fueron mas que triplicadas en el bazo de los
ratones Tg en comparacién con las de los animales wt (A). 25 dias después de la inmunizacion con OVA se observé un
incremento del peso del bazo (B) y el numero de células (C) en los ratones tanto wt como Tg, sin embargo el tamafio del
bazo y los numeros de células fueron significativamente mas importantes en los ratones Tg comparados con los ratones
wt. Los valores mostrados son el promedio +SD (*, p<0,05; ***, p<0,01; p<0,001).

Figura 10: Andlisis de la distribucion celular del bazo en ratones wt y Tg normales e inmunizados con OVA (25
dias después de la inmunizacion). Descubrimos que, después de la inmunizacion, las relaciones de las células
portadoras de los antigenos CD45R/B220 (linfocitos B) e I-A/I-E (MHC de clase 1l) se redujeron significativamente
(p<0,05). No existia diferencia o disminucion menos radical con respecto a las células portadoras del marcador CD3
(linfocito T) en los ratones wt y Tg, respectivamente. Los histogramas muestran el porcentaje de células (promedio +SD)
portadoras de CD45R/B220 (linfocitos B), CD3 (linfocitos T) y antigenos I-A/I-E (MHC de clase Il) (area rayada) o
controles especificos del isotipo (linea negra). Se muestra un experimento tipico realizado (n = 3 ratones por grupo).

Figura 11: La inmunizacion resulté en un flujo masivo de neutréfilos en el bazo. Para caracterizar ademas las
células que migran al bazo 25 dias después de la inmunizacién, se analizaron mediante citometria de quH'o mediante la
técnica de doble marcaje. Se descubrié que las células portadoras de los antigenos CD11b%" y Gr-1%" se elevaron
aproximadamente cinco veces en ratones wt y nueve veces en ratones Tg después de la inmunizacion (A). Se
descubrié asimismo que la relacion de las células portadoras de los antigenos CD11b y MHC de clase Il (macréfagos,
células dendriticas) (B) y los antigenos CD11b y CD11c (células dendriticas) (células seleccionadas C) se encontraba
significativamente elevada en los ratones Tg en comparacion con sus controles wt. Los graficos de trazados de la
densidad muestran un experimento tipico realizado (n = 3 ratones por grupo). Los valores del grafico de barras
mostrados son el promedio +SD; *, p<0,05; **, p<0,01.
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Figura 12: Expresion RT-PCR especifica de bFcRn en neutréfilos y macréfagos derivados de células
peritoneales. Los amplicones especificos de bFcRn se amplificaron con éxito a partir de muestras de ratones Tg.
Marcas: M1 - escala de ADN 100pb de Bench Top (Promega); 1 - ratones wt con células peritoneales no purificadas; 2 -
células peritoneales no purificadas de ratones Tg; 3 - neutrdfilos purificados (CD11b?"°, Gr-12"), macréfagos y células
dendriticas (CD11b®", gr-1°®°) de ratones Tg analizados también mediante citometria de flujo, 4 - amplificacion a partir
de un plasmido que contiene el ADNc de cadena-a de bFcRn. La flecha indica una banda de ADN de 548 pb, especifica
de bFcRn. El grafico de trazado de la densidad muestra un experimento tipico realizado.

Figura 13: Presencia de células portadoras de OVA-FITC en el bazo. Ratones inmunizados con OVA (56 dias
después de la inmunizacién) y ratones transgénicos no inmunizados (homocigotos #14) fueron tratados via
intraperitoneal con UVA-FITC. Cinco horas después del tratamiento, se analizaron las células del bazo mediante
citometria de flujo y se encontré que 15,1+1,4% de células positivas para OVA-FITC estaban presentes en el bazo de
los ratones inmunizados con OVA, mientras que no se encontré un nimero considerable de células positivas para OVA-
FITC en los animales no inmunizados (2,1£0,3%). Las imagenes confocales muestran células procedentes del bazo de
ratones inmunizados con OVA y no inmunizados. Los nucleos de las células se tifieron con una sonda de ADN
permeable a células fluorescente en el rojo DRAQS mientras que FITC-OVA se puede ver en forma de puntos brillantes
(A). Entre las células positivas para FITC, 61,245,4% fueron positivas para B220 (linfocitos B), 18,5+0,6% fueron
positivas para CD11b?" y Gr-12"° (neutrdfilos) y 13,5+2,1% fueron células positivas (dendriticas) para CD11b y CD11c
en los animales inmunizados con OVA (B). OVA-FITC esta internalizado en un neutrdfilo tipico que tiene un nucleo
polilobulado, mientras que OVA-FITC se detecta en la superficie de una célula que tiene un nucleo grande, de forma
redonda y un borde delgado de citoplasma, probablemente el linfocito B (C). Los graficos de trazado de la densidad y
los histogramas muestran un experimento tipico (n = 3 ratones por grupo); los datos indican el porcentaje de células
(promediotSD). Las escalas graficas indican 10 ym.

Figura 14: Analisis RT-PCR de un ratén transgénico fundador de VIH-P2-FcRn. (A) RT-PCR con cebadores
previstos para el promotor P2, tamafio de fragmento esperado: 579 pb, (B) RT-PCR con cebador previsto para el exén 4
de FcRn bovino, tamafio de fragmento esperado: 161 pb. Muestras: 1. pulmén de ratones con VIH-P2-FcRn; 2. higado
de ratones con VIH-P2-FcRn; 3. intestino de ratones con VIH-P2-FcRn; 4. bazo de ratones con VIH-P2-FcRn; 5. ADN
genomico de ratones con VIH-P2-FcRn; 6. ADN gendmico bovino; 7. ADN gendémico de ratones de control; 8. ADNc de
higado bovino; 9. ADNc de ratones de control; 10. Control negativo.

Figura 15: La sobreexpresion de bFcRn influye seriamente en el metabolismo de la albumina. Niveles de
albdimina en suero en ratones wt, homocigotos #14 y #19 (expresan 4 y 10 copias de bFcRn, respectivamente) carentes
de FcRn (FcRn KO). Se observaron diferencias significativas cuando se compararon los niveles de albumina de ratones
KO y WT (p<0,01); ratones WT y TG4 o TG10 (p<0,001).

Figura 16: Depuracion de IgG de conejo en ratones transgénicos (KO_bFcRn) de FcRn bovino FcRn™ y en FcRn’
: (KO). A. PCR multiplex para identificar ratones F2 con el genotipo bFcRn / mFcRn™ (indicado con un rectangulo). Se
crearon ratones F2 a través del cruzamiento de ratones F2 nacidos del cruzado de las cepas parentales bFcRn/mFcRn
X mFcRn"neo’. Se describen los cebadores en el Ejemplo 12. Tamanos esperados de los fragmentos: bFcRn: 610 pb;
neo: 345 pb; mFcRn 278 pb. Ranuras: 1. bFcRn*, neo’, mFcRn™; 2. bFcRn", neo®, mFcRn’; 3. bFcRn*, neo®, mFcRn'; 4.
bFcRn", neo’, mFcRn™; 5. bFcRn’, neo®, mFcRn™: 6. bFcRn", neo’, mFcRn™; 7. bFcRn", neo’, mFcRn™; 8. bFcRn" neo”,
mFcRn": 9. bFcRn’, neo’, mFcRn"; 10. bFcRn*, neo’, mFcRn*; 11. bFcRn*, neo®, mFcRn": 12. bFcRn*, neo’, mFcRn":
13. ADN gendmico bovino; 14. bFcRn", neo’, mFcRn*; 15. control negativo. B. Farmacinética de 1IgG de conejo en
ratones FcRn” (KO) y en ratones transgénicos FcRn bovino FcRn™ (KO_bFcRn). Se depuré rapidamente la IgG de
conejo en ratones FcRn™ (vida media: 15 horas), pero se protegié en bFcRn/FcRn™ (vida media: 67 horas). Se
inyectaron i.v. a los animales 150 pug de IgG de conejo. Se trataron tres grupos de ratones y los datos son
representativos de dos experimentos independientes. Los datos muestran los valores medios y las barras de errores
representan el error estandar del promedio (SEM).

Figura 17: Andlisis PCR de un conejo transgénico bFcRn. PCR, con cebadores disefiados para detectar el 4°
exon de FCGRT bovino. El tamafio esperado es de 160 pb. Muestras: 1. ADN gendmico de conejo 38/JT; 2. ADN
genomico bovino; 3. ADN genémico de raton FVB/n; 4. control en blanco; escala de 1kb MM.

Figura 18: Caracterizacion BAC de conejo 262E02. Los cebadores y condiciones de PCR utilizados para evaluar
la presencia de genes de conejo vienen descritos en la Tabla 7 del Ejemplo 15.

Ejemplos

Ejemplo 1: Aislamiento y caracterizacion de los clones BAC que contienen el gen de cadena-a de hFcRa
(bFCGRT) (ejemplo preparatorio)

Aislamiento de clones BAC que contienen el (FCGRT

BAC 90a se aish de una libreria de BAC bovi no elaborada a partir de ADN procedente de linfocitos de un
macho adulto (2 afios) Bos taurus Jersey (obtenido del Centro de Recursos / Base de Datos Primaria del Proyecto
Aleman sobre el Genoma Humano (RZDP), Max Planck Institute for Molecular Genetics, Berlin, Alemania:
http://www.rzdp.dc/). Un clon BAC positivo de bFCGRT fue identificado por exploracion PCR con cebadores especificos
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del ARNm de la cadena-a de bFcRn [206 425 hp. GenBank AF139106) fue BFclS amplificado por PCR: 5'-
CAGTACCACTTCACCGCCGTGT-3' (SEQ ID NO.: 1); BFclas: 5-CTTGGAGCGCTTCGAGGAAGAG-3’ (SEQ ID NO.
2)]. La etapa siguiente consistié en secuenciar ADN de bFCGRT con cebadores que se alinean con los exones del gen
(Kacskovics y col., 2000). Con el fin de analizar la region flanqueante aguas arriba de bFCGRT, el ADN de BAC fue
digerido con BamHlI, y el ADN digerido se separ6 en gel de agarosa. El Southern blot detecté una banda positiva de 9 kb
de largo mediante un fragmento de ADN procedente del dominio al, como sonda. El fragmento de BamHI de 9 kb de
largo fue subclonado después en el vector pGEM-11zf(+). Un proceso adicional de subclonacién resulté en 2 kb de los
segmentos promotores con el exén 1 hasta el exdn 3 en el mismo vector. El inserto se secuencié completamente
entonces con el Kit de AB1 Prism BigDye Terminator Cycle sequencing Ready Reaction (AB1. 373A-Stretch, Perkin
Elmer) de Cybergene Company (Huddinge, Suecia).

Se aislaron los BACs 189HO2 y 128EO4 mediante los cebadores especificos de bFCGRT: FcRnF: 5'-
CGGCCACCTCTATCACATTT-3' (SEQ ID NO: 3) y FcRnR: 5-TGCATTGACCACACTTGGTT-3' (SEQ ID NO: 4)
(GenBank NW_929385) de una libreria de BAC bovino (Eggen y col., 2001). El tamafio del inserto de los clones de BAC
aislados se analizé mediante digestion de los clones con la endonucleasa de restriccion Notl. Se utilizd el Expand Long
Template PCR System (Roche) para determinar el tamafio de las regiones limitrofes 5’ y 3’° del hFCGRT en los insertos.
Se disefiaron dos conjuntos de cebadores:cebadores pBAC-superior (5-ACCTCTTTCTCCGCACCCGACATAG, SEQ ID
NO.: 5. U80929 11380-11404) y bFcRN-antisentido (GTTCAAGTCCAAAGGCAGGCTATCT, SEQ ID NO.: 6)
amplificaron la region saliente 5.

Por otra parte, un bFcRn-sentido (CCTTTACCCACACCCACTCCCCACA, SEQ. ID NO.: 7) y un pBAC-inferior
(AGAAGTTCGTGCCGCCGCCGTAGTA, SEQ ID NO.: 8, U80929.3801-3777) como cebadores antisentido se utilizaron
para amplificar la region saliente 3’ del bFCGRT.

Caracterizaciéon del bFCGRT

Aproximadamente 1800 pb de la regidon aguas arriba del inicio de la transcripcion asi como la totalidad del gen
del bFCGRT fueron secuenciados y comparados con las secuencias gendmicas bovinas depositadas en NCBI con el
programa BLAST. El fragmento secuenciado se explord en busca de repeticiones intercaladas y secuencias de ADN de
baja complejidad utilizando el programa RepeatMasker (Smit y col., 1996-2004) (http:repeatmasker.org). Las bases de
datos con repeticiones intercaladas exploradas mediante el RepeatMasker se basan en bases de datos con repeticion
(Repbase Uptake; Jurka y col., 2005). Los datos estan de acuerdo con la secuencia de vaca depositada en NCBI y los
primeros 3477 pb (hasta la region de 2,5 kb no secuenciada) muestran un 99% de identidad con el clon NW_92938S
(contig gendmico del cromosoma 18 de Bos taurus), aunque habia un espacio grande de 285 pb entre los 2002 y 2287
pb que pertenece al primer intron. La segunda parte de la secuencia analizada contenia 1 78<t pb (después del
segmento de 2,5 kh no secuenciado) que muestra un 99% de identidad con el mismo contig gendmico. Este fragmento
tiene también un espacio amplio de 167 pb (entre los 1203 y 1370 pb) que pertenece al intron 6. Los dos segmentos no
identificados contienen secuencias repetitivas (repeticion simple), lo que explica la falta de homologia. En base a estos
alineamientos, se calculé que el tamafo del espacio que faltaba era de 2556 pb. Por tanto, se descubrié que la
secuencia muestra un gran homologia con el contig genémico de bovino NW_929385, entre 648611 y 656426 pb.

El sitio de iniciacion de la transcripcion mediante alineamiento de las secuencias disponibles de ADNc de
cadena-a de bFcRn ha sido analizado tambén (secuencias de referencia asi como secuencias procedentes de la base
de datos EST; NCBI) con respecto a la secuencia genémica de bFCGRT. Las organizaciones gendmicas de los genes
FCGRT bovinos, humanos, de ratas y de ratones se compararon por medio del NCBI Map Viewer (datos no indicados).

Caracterizacion de los clones BAC positivos de bFCGRT

Se aislaron tres clones BAC diferentes -90a, 189H02 y 128E04- que contenian el gen de cadena-a del receptor
Fc neonatal bovino (bFCGRT) y su propio entorno gendémico. Después de la digestién con Notl, los insertos genémicos
procedentes de los vectores BAC se analizaron mediante electroforesis en gel de campo pulsado, lo que reveld que el
clon 189H02, el clon 128E04 y el clon 90a contienen aproximadamente insertos geimicos bovinos con un tamafno de
130 kb, 100 kb y 90 kb, respectivamente.

Entonces, el tamafio de las regiones limitrofes del gen bFCGRT se determind por PCR de largo alcance. Los
datos mostraron que los BACs 90c y 189H02 llevaban las regiones flanqueantes 5’ y 3’ de 8,5 kb y 14 kb
respectivamente, que, en base a sus tamafos, puede no poseer todos los elementos reguladores que aseguran el sitio
de integracion independiente, la expresion especifica en tejido del gen bFCGRT. La amplificacion por PCR del clon
128H02 con los dos conjuntos de cebadores no reveld ningun producto. Como el Expand Long Template PCR System
es un método de fuerte amplificacion y genera amplicones de hasta 25 kb procedentes de ADN del fago, se concluyé
que las regiones limitrofes tanto 5° como 3’ del bFCGRT en este clon tenian una longitud superior a 25 kb, por tanto se
selecciono el BAC 128E04 para la microinyeccion.

Datos recientes en la pagina de Bovine Genome Resources
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/projects/genome/guide/cow/) y las secuencias de los extremos 5 y 3’ del BAC 128E04
permitieron determinar el contexto gendmico y el tamafio exacto de las regiones limitrofes de bFCGRT: la region
reguladora 5 se extiende hasta 44 kb, mientras que la 3’ es de 50 kb de longitud. Los datos revelaron que el BAC
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128E04 contenia cinco genes codificadores de proteina putativa (FLT3LG, LOC539196, LOC522073, LOCS11234,
LOC511235) y el bFCGRT (Fig. 1A).

Ejemplo 2: Generacion y genotipificacion de ratones transgénicos portadores de BAC bovino 128E04 (ejemplo
preparatorio)

Preparacion del inserto genémico de 102 kb procedente del clon BAC 128E04 para la microinyeccion y generacion de
ratones transgénicos portadores del BAC bovino 128 E04

La preparacion de ADN de BAC (clon 128E04) para microinyeccion se realiz6 mediante ligera modificacion o
por el protocolo publicado por Schedl y col. (Schedl y col., 1996). El BAC purificado (purificacion de plasmidos Qiagen
para plasmido con muy bajo niumero de copias) fue digerido con Not 1 (fermentos) para liberar el inserto, el cual se aislé
en un gel de agarosa al 1% de campo pulsado preparativo. La rodaja de gel conteniendo el inserto penetré en un gel
LMP (bajo punto de fusion) que fue digerido con Gelasa (Epicentre). Se utilizé la columna YM50 de Microcon (Millipore)
para limpiar el inserto de agarosa. Se eluy6 el inserto en un tampoén adecuado para la microinyeccion (10 mM Tris-HCI,
pH 7,5, 0,1 mM EDTA, pH 8,0, 100 mM NaCl suministrado con o sin 0,03 mM de espermina/0,07 mM de espermidina -
(SIGMA)). La concentracion de ADN se ajustd a 0,4 ngil utilizando un tampdn de microinyeccion (10 mM Tris -HCI, pH
7,5, 0,1 mM EDTA, 100 mM NaCl) y se inyecté en ovocitos de ratén FVB/N fertilizados. Los receptores fueron hembras
CD1 de 10 semanas de edad. Los animales experimentales se obtuvieron de Charles Rivers Laboratories Hungary Ltd.
(Budapest).

Caracterizacion de los ratones transgénicos

Para detectar la presencia del bFCGRT en los ratones, se aisl6 ADN genoémico de biopsias de la cola de las
camadas nacidas mediante transferencia de embrién y los fundadores de la progenie G1 y G2 y se exploraron mediante
dos amplificaciones por PCR. Los dos pares de cebadores se disefiaron en base a la secuencia de bFCGRT del clon de
BAC 90a. El primer par de cebadores se componia del bFcSuf: 5-CTCCTTTGTCTTGGGCACTT-3' (SEQ ID NO: 9)
como sentido y BFcL: 5-GCCGCGGATCCCTTCCCTCTG-3' (SEQ ID NO. 10) como antisentido; lo que dio lugar al
producto de 600 pb (1275 - 1894 pb), mientras que el segundo par de cebadores fue Fcrnfpr/in: 5'-
AAAGTTTCTCGAGAGAGGCAGAGAC-3’ (SEQ ID NO: 11) como sentido y Fcmrpr/in: 5-
TAGTTACAGAGCCTGGATAGGCTGA-3 (SEQ ID NO: 12) como antisentido, lo que dio lugar a un producto de 410 pb
(1698 - 2108 pb). Los resultados de los experimentos de transgénesis se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1 Generacion de ratones transgénicos portadores del BAC bovino 128E04

Constructo inyectado 128E04
Microinyectados 550
Numero de embriones
Transferidos 360
Nacidos 41
Numero de animales
Transgénicos 6
Eficacia de la microinyeccion N° de animal nacido/N° de Tg 14,6

Tal como se muestra en la Tabla 1, nacié un total de 41 animales y se genotipificaron a partir de ADN de la cola
en busca de la presencia del bFCGRT. De los seis fundadores, se establecieron tres lineas Tg independientes. Dos de
estas lineas #14, #19 mostraron el modelo mendeliano de la herencia del transgén en la primera generacion (17 y 12 de
un total de 30 y 34 camadas llevaban el transgén), sin embargo la tercera linea #9 indicé un grado de mosaicismo en el
animal fundador. Los ratones Tg no se podian distinguir de cada miembro de sus camadas en base a su peso y salud
general.

Analisis de la integridad del transgén de largo alcance

La integridad del transgén en las tres lineas Tg se evalué por medio de los pares de cebadores especificos
disefiados para los extremos 5" y 3’ del BAC 128E04 y para los cinco genes putativos codificantes de la proteina que
estan localizados en el 13AC inyectado en base al cromosoma bovino 18 del mapa gendmico bovino (GenMark
MapViewer Build 3.1 (basado en Btau 3.1); region entre 53543852 - 53652024 pb). Las secuencias y condiciones de los
cebadores se describen en la Tabla 2.
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Tabla 2 Condiciones de PCR y de los cebadores para evaluar la integridad del BAC 128E04 integrado

Gen putativo Cebador Tm (°C) | Producto (pb)

5-TTT AGC TGC ATC GGG ATC TT-3’

BAG128EOH (SEQ.ID.NO.: 13)

tremo-5' 61 441
exiremo- 5-GGA GTG ATG GCA TTT GGT TT-3

(SEQ.ID.NO.: 14)

5-TCG GAG ATG GAG AAA CTG CT-3'
(SEQ.ID.NO.: 15)

61 547
FLT3LG 5-CTG GAC GAA GCG AAG ACA G-3'

(SEQ.ID.NO.: 16)

5-AGA ACG TGC GTA CCA AAA GC-3'
(SEQ.ID.NO.: 17)

61 787
LOC539196 5-AGC GGT TGT ACT TTC GGA TG-3'

(SEQ.ID.NO.: 18)

5-CCAAGT TTG CCC TGA ACG-3’
(SEQ.ID.NO.: 19)

61 161
bFCGRT 5-GTG TGG GCA GGA GTA GAG GA-3’

(SEQ.ID.NO.: 20)

5-AGT GGT CCT GGG ATT GAC AG-3’
(SEQ.ID.NO.: 21)

61 266
LOC522073 5-TCA CTG AGT CCC GTA TGT GC-3’

(SEQ.ID.NO.: 22)

5-CTA CGT GTG CGC CGT GAC-3'
(SEQ.ID.NO.: 23)

61 220
LOC511234 5-AAT CAG CTT CTC CAC GCA CT-3'

(SEQ.ID.NO.: 24)

5-GTT GTT CAC ACC AGG GAA CC-3'
(SEQ.ID.NO.: 25)

61 295
LOC511235 5-CCT TTG CCA TTG TAG ATG TAG C-3’

(SEQ.ID.NO.: 26)

5-AGT CGT GTC CGACTC TTT GC-3’

BAG128EOH (SEQ.ID.NO.: 27)

i 3 61 416
extremo- 5'-CAG CCT GTC TGG TGT TCT GA-3'

(SEQ.ID.NO.: 28)
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Las secuencias de BAC128EOH extremo-5’ y BAC128EOH extremo-3’ se obtuvieron de A. Eggen (INRA, Jouy-
en-Josas, Francia). Todos los pares de cebadores produjeron los mismos productos de PCR como el BAC 128E04 y el
ADN genodmico bovino, lo que indica la integracién del BAC intacto salvo la linea #9 ADN en la que la PCR especifica de
LOC 511234, LOC 522235 y BAC 128E04 extremo-3’ no resulté en productos de PCR (Fig. 1B). Por tanto, se puede
concluir que en esta linea Tg faltaba un fragmento con longitud estimada de 30 kb procedente del extremo 3’ del
transgén BAC integrado. La pérdida de fragmentos gendmicos de los extremos tanto 5’ como 3’ de largos transgenes es
un fendmeno comun (Raguz y col., 1998). Sin embargo, para evitar la posibilidad de una expresion alterada de bFCGRT
debido a la ausencia de elementos reguladores no caracterizados que pueden situarse en la parte faltante del ADN de
BAC, no se incluy¢ la linea #9 en los demas estudios.

Localizacién cromosémica del transgén

Con el fin de excluir la posibilidad de que el clon 128E04 del BAC bovino se hubiera integrado accidentalmente
en un segmento idéntico de un cromosoma de raton en ambas lineas transgénicas y asi el fenotipo de las lineas #14 y
#19 de raton transgénico fuera resultado de la mutagénesis insercional de gene(s) no identificados en los sitios de
integraciéon del transgén, se realizé6 una hibridacion in situ con fluorescencia (FISH) para visualizar la integracion
gendmica del transgén 128E04. Se marco el ADN de BAC 128E04 mediante traslacion de mellas (nick) con biotina-14-
dATP (kit de marcaje BioNick, Invitrogen, USA). Los cromosomas mitéticos se obtuvieron de fibroblastos tratados con
vinblastina, los cuales se aislaron de los embriones homocigotos #14 y #19 de 13,5 dias de edad respectivamente
siguiendo los protocolos estandar que implican el tratamiento hipoténico y la fijacién en metanol:acido acético (3:1).

Se realizé una FISH esencialmente tal como se ha descrito anteriormente (Hayes y col.,, 1992). La sonda
biotinilada se desnaturalizé y se dejo hibridar hasta que el cromosoma desnaturalizado se extendiera durante toda la
noche a 37°C. Los sitios de hibridacién en los cromosomas fueron amplificados con un anticuerpo anti-biotina producido
en cabra (Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA) y se visualizaron mediante otra incubaciéon con IgG anti-cabra de
conejo conjugada con fluoresceina (Nordic Immunological Laboratories, Tilburg, Paises Bajos). Las preparaciones
cromosoémicas fueron contratefiidas con diamidino-2-fenilindol (DAPI; Vector Laboratories, Burlingame, CA) y se
observaron con un microscopio de epifluorescencia Nikon Eclipse E600 (Nikon Instruments; Kawasaki, Japdn). Se
capturaron las imagenes de fluorescencia con una camara Cohu 4910 CCD (Cohu, Inc.; San Diego, CA, USA) y se
digitalizaron con el software MacProbe 4.3 FISH (Applied Imaging; Newcastle upon Tyne, Reino Unido), que funciona en
un ordenador Apple Macintosh G4.

El resultado del analisis FISH revelé que el BAC 128E04 marcado con fluorescencia se hibrido a segmentos
cromosémicos totalmente diferentes en las cepas de ratones #14 y #19 respectivamente. Esto excluye la posibilidad de
que sus fenotipos sean dependientes del sitio de integracién. Los puntos solos en los cromosomas indican que multiples
copias (2 en la linea #14, y 5 en la linea #19) de la integracidn del transgén tuvieron lugar probablemente en forma de
repeticiones en tandem (Fig. 2).

Ejemplo 3: Efecto del numero de copias del gen bovino FCGRT (bFCGRT) sobre la expresion de FcRn (ejemplo
de fondo)

Determinacién del numero de copias del transgén con la reaccioén en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo
real

La PCR en tiempo real es un método cuantitativo y preciso para determinar el niumero de copias y la cigosidad
de los transgenes en animales Tg (Tesson y col., 2002). Los numeros de copias del transgén BAC 128E04 fueron
determinados por cuantificacion absoluta del bFCGRT y de los genes defla -actina en ratén como estandar interno,
como sigue.

Los numeros de copias del transgén BAC 128E04 fueron determinados con el método TagMan, utilizando el
Sistema de Deteccion de Secuencias ABI Prism 7000 (Applied Biosystems, Foster City, CA). Se disefaron las
secuencias de oligonucledtidos de los cebadores y de las sondas con el programa Primer Express v2.0 (Applied
Biosystems) utilizando parametros por defecto (se indican en la Tabla 3 los cebadores y las sondas). Se utilizo el
método convencional de fenol/cloroformo para la extraccion de ADN de muestras de cola de los animales hemicigotos,
con una etapa adicional de extraccion con cloroformo.
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Tabla 3 Cebadores y sondas para las determinaciones del nimero de copias del transgén bFCGRT

B-actina ratén Sonda VIC-TGGCTTTCTGAACTTGACAACATTAT-TAMRA (SEQ.ID.NO.:
29)
directa TTCACCTGCCCTGAGTGTTTC (SEQ.ID.NO.: 30)

inversa TGAAGGTCTCAAACATGATCTGTAGA (SEQ.ID.NO.: 31)

FCGRT bovino Sonda FAM-CACAGTCAAGAGTGGCGACGAGCAC-TAMRA (SEQ.ID.NO.:
32)
directa GCACCACGCAGCGGTAGT (SEQ.ID.NO.: 33)

inversa CCTTCTACGCCTGGTCATCAC (SEQ.ID.NO.: 34)

Los genes bFCGRT y de B-actina de raton se cuantificaron en cada muestra mediante cuantificacion absoluta
utilizando curvas de calibraciéon. Las curvas estandar, utilizando cinco puntos, diluidas en un rango de 32 veces,
condujeron a una alta linealidad con los conjuntos de cebadores. La linealidad y eficacia de la cuantificacion por PCR se
validaron antes de la cuantificacién. Las muestras se realizaron por duplicado (Fig. 3).

El gen de B-actina enddogena que es representado por dos copias en cada célula se utilizé como estandar
interno para determinar la concentracion de ADN. Se utiliz6 ADN gendmico de ratén para establecer la curva de
calibracién para el gen de B-actina. La cuantificacion absoluta del gen bFCGRT se realiz6 en base a una curva estandar
generada a partir de diluciones seriales del BAC 128E04 complementado con ADN gendmico de raton. Las curvas
estandar permitieron determinar los nimeros de copias del gen bFCGRT en base a los siguientes calculos: la cantidad
exacta de ADN determiné el nimero de genomas diploides en las muestras, mientras que la curva de calibracion del
gen bFCGRT determiné su numero de copias en muestras de ADN de animales hemicigotos de las lineas #14 y #19.
Después de llevar a cabo estos calculos, se determiné que el niumero de copias del gen bFCGRT era de 2 y de 5 en
animales hemicigotos en las lineas #14 y #19 de ratones Tg, respectivamente (Tabla 4).

Tabla 4 Cantidad absoluta del nimero de células y cantidad absoluta del nimero de copias de FcRn de las
muestras derivadas de las curvas de calibracion de bFcRi8 y -actina de ratén, respectivamente (Fig. 3). El
numero de copias estimado del transgén de bFcRn en animales hemicigotos fue de 2 en la linea#14y de 5 en la
linea #19

#linea gen Ct Cantidad Cantidad N° copias de|N° copias estimado
absoluta de |absoluta de n°|bFcRn (ACNb-|del transgén bFcRn
gen en | células en | FcRn/ACN) en animal hemicigoto
muestra muestra (ACN) diploide
(AGN)

14 B-actinade | 31,01 3760,49 1880,248
raton
bFcRn 28,86 3852,48 2,04 2
19 B-actinade | 30,89 4075,44 2037,722
raton
bFcRn 27,05 10468,18 5.13 5
Determinacién del nimero de copias al nivel de transcripcion por PCR de transcriptasa inversa y analisis
Northern

Se extrajo ARN total mediante la utilizacion de RNAzol™ B (TEL-TEST INC) procedente de higado, pulmon y
gldndula mamaria de hembras de seis semanas de edad y del intestino de recién nacidos. Dos microgramas de ARN
fueron transcritos de forma inversa utilizando la enzima transcriptasa inversa del virus de la leucemia murina de Moloney
(M-MLV) y del cebador adaptador 17 (dT) tal como lo recomienda el fabricante (Acces RT-PCR System; Promega). Se
realiz6 la PCR para obtener un amplicén especifico de bFCGRT de 367 pb de longitud (914-1280 pb, (Kacskovics y col.,
2000)) por los pares de cebadores: B7 5-GGCGACGAGCACCACTAC-3' (SEQ ID NO: 35) y B8 5-.
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GATTCCCGGAGGTCWCACA-3' (SEQ ID NO: 36) (donde W puede ser A o T). El segmento amplificado se separ6 por
electroforesis en gel de agarosa al 1% y se tifié con bromuro de etidio.

Como los transcritos de FcRn de rumiante se han detectado en multiples células epiteliales (Kacskovics y col.,
2006b; Mayer y col., 2004; Mayer y col., 2002) y también en células endoteliales vasculares (Kacskovics y col., 2006a),
se analizé la expresion de la cadena-a de bFcRn en el pulmdn, higado y glandula mamaria de hembras Tg lactantes
adultas y de los intestinos de recién nacidos por RT-PCR. El ARNm de cadena-a de FcRn bovino se expres en la
totalidad de los tejidos seleccionados de animales hemicigotos en las lineas #9, #14 y #19 (Fig. 4A).

Para evaluar la dependencia del nimero de copias de la expresion del transgén y compararla con la cantidad
de ARNm de cadena-a de FcRn bovino endgen o, se analizaron mediante Northern blot muestras de ARN de higado
procedente de bovinos e individuos de las lineas #14 y #19. Se aislé ARN total de los higados de jovenes ratones
hembras adultas y 5 ug de ARN total fue fraccionado por tamdos en gel de aga rosa al 1% / 2,2 M de formaldehido, se
transfiri6 a membrana Hybond N+ (Amersham) y se hibridé con la sonda de ADNc marcado P sintetizada por PCR con
los cebadores B7-B8 descritos anteriormente. Se utilizé la sefial de ARN 18S como estandar interno para evaluar la
carga de ARN en los geles. Las sefiales obtenidas se evaluaron con un PhosphorlmagerTM y se cuantificaron con
STORM™ (Molecular Dynamics). La comparacion entre las densidades de las sefales especificas de ARNm de bFcRn
de las dos, cuatro, cinco y diez copias de ratones Tg se realizé6 mediante la prueba t de Student.

Los resultados muestran niveles mas altos de expresion de ARNm del transgén en la linea #19. El nivel de
expresion de ARNm en el higado de la linea #14 de ratones Tg hemicigotos, que lleva dos copias del transgén de BAC,
alcanzo el 90% del que se observo en el higado bovino (Fig. 4B).

El analisis cuantitativo y la evaluacién estadistica de la intensidad de la sefial de dos o tres animales hemi- y
homocigotos de ambas lineas Tg revelaron que la cantidad de ARNm de cadena-a de FcRn bovino en el ipado de
ratones Tg esta en correlaciéon con los nimeros de copias de su transgén y las diferencias fueron significativas a un
nivel de probabilidad p<0,05 (Fig. 4C). Este resultado, junto con el hecho de que el nivel de expresion de ARNm de
cadena-a de FcRn en el higado de ratones Tg portadores de dos copias del transgén era similar al nivel de ARNm en el
higado bovino, indica que el BAC 128E04 lleva todos los elementos reguladores necesarios para asegurar la expresion
dependiente del numero de copias e independiente de la posicion para el bFCGRT.

Deteccién de la proteina de cadena-a de bFcRn en el pulmén de ratones transgénicos

La expresion de la cadena-a de FcRn bovino a nivel proteico se exathin mediante andlisis Western. Los
extractos proteicos se resolvieron en gel de poliacrilamida desnaturalizante en Tris-glicina: las manchas se sondearon
con antisuero de conejo purificado por afinidad (contra el péptido CLEWKEPPSMRLKAR que representa los residuos de
los aminoacidos 173-186 altamente conservados de la cadena-a de bFcRn més un Cys N-terminal para la conjugacion
con KLH (Mayer y col., 2002). El anticuerpo unido de cadena-a de bFcRn se detecd con el anticuerpo de cabra anti -
conejo conjugado con peroxidasa de rabano y se potencio la quimioluminiscencia, utilizando como sustrato una solucion
basada en luminol. La linea celular epitelial mamaria bovina (B4) estable transfectada con la cadena-a de bFcRn se
utilizé como control positivo (Kacskovics y col., 2006a).

En las muestras de pulmén hemicigotas procedentes de ambas lineas Tg -coherentemente con el peso
molecular conocido de la cadena-a de bFcRn (Kacskovics y col., 2000)- se detectd una proteina de 40 kD que no se
habia encontrado en el raton de tipo salvaje utilizado como control negativo (Fig. 5). El peso molecular de la cadena-a
de FcRn transgénico estaba de acuerdo con la proteina recombinante producida por la linea celular epitelial mamaria
bovina B4 que fue transfectada establemente con bFcRn (Kacskovics y col., 2006a). Ademas, este dato confirmé los
resultados del andlisis Northern blot, indicando que la muestra procedente de la linea #19 de ratones que expresan 5
copias de bFcRn del transgén muestra mucho mas proteina de bFcRn que la que se detectd en la linea #14 de ratones
que expresan 2 copias del transgén (Fig. 5).

Estos datos demostraron que el clon de BAC de 102 kb de longitud posee todos los elementos reguladores
genéticos necesarios exigidos para la expresion especifica de tejidos, reproducible a niveles fisiolégicos de la cadena-a
de bFcRn (Fig. 4A), lo que subraya que el comportamiento de los transgenes bovinos en ratones deberia compararse,
siempre que sea posible, con los modelos de expresién para aquel gen en los tejidos bovinos.

Ejemplo 4: Estudios in vivo que analizan las vidas medias de la IgG humana y de ratén en ratones transgénicos
con BAC bovino (ejemplo de fondo)

Para analizar la expresion de la cadena-a de bFcRn en ratones Tg asi como comprobar si la cadena-a de FcRn
bovino y la f2m es capaz de formar un receptor funcional, se analizé la depuracién de la IgG humana y de ratén. Esta
ultima se investigd, ya que se habia demostrado recientemente que el FcRn bovino se une a la IgG humana mucho
mejor que se une a la IgG bovina (Kacskovics y col., 2006a).

Después de un sangrado previo, la linea #14 homocigota con edad, peso y sexo (macho) coincidentes y
ratones de control (tres a cinco en cada grupo) fueron microinyectados intravenosamente con 10 mg/kg peso corporal
(BWkKg) de IgG1 de raton anti-OVA (mAb. Sigma) o 10 mg/BWkg o 20 mg/BWyg4 de 1gG humana (Gammonativ destinado
a uso intravenoso, un amable regalo de Octapharma, Stockholm, Suecia) en 50 mg/ml de solucién salina y durante las
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siguientes 216 horas, se recogieron muestras periddicas de sangre (50 ul/cada vez) del plexo retro-orbital. Se utilizé un
ELISA cuantitativo que empleaba OVA (Sigma) como reactivo de captura y una IgG anti-ratén de cabra policlonal
purificada por afinidad conjugada con HRP (especifica de la cadena-y) (Southern Biotech Associates Inc., Birmingham,
AL, USA) como reactivo de deteccion, para evaluar las concentraciones en plasma de IgG1 de ratéon anti-OVA durante
el experimento. Las concentraciones en suero de IgG humana se determinaron por el ensayo ELISA cuantitativo tal
como se ha descrito anteriormente (Kacskovics y col., 2006a). Se utilizé un ELISA cuantitativo que empleaba
ovalbumina (Sigma) como reactivo de captura y una IgG anti-ratéon de cabra policlonal purificada por afinidad conjugada
con HRP (especifica de la cadena-y) (Southern Biotech Associates Inc., Birmingham, AL, USA) como reactivo de
deteccién, para evaluar las concentraciones en plasma de IgG1 de raton anti-ovalbumina durante el experimento. El
anticuerpo conjugado con peroxidasa se detecté por medio de TMB (3,3',5,5'-tetrametilbenzidina; Sigma) como sustrato.
Se ensayaron las muestras por duplicado. Las concentraciones de Ig se reportan en base a un estandar de referencia.

El andlisis de las concentraciones medias de IgG de los ratones en los primeros diez dias se realizd6 mediante
ajuste de los datos al modelo de dos compartimentos utilizando WinNonLin profesional, version 4.1 (Pharsight, Mountain
View, CA).

Las curvas de depuracion para la IgG de raton eran bifasicas, representando la fase 1 (fase alfa) el equilibrio
entre los compartimentos intravascular y extravascular, representando la fase 2 (fase beta) una eliminacion lenta. El
modelado matematico de las fases 1 y 2 hasta las 216 horas ha mostrado una buena correlacién con el esquema
general de la farmacocinética de la IgG mediada por FcRn (Lobo y col., 2004), por tanto se calcularon las vidas medias
en las fases alfa y beta de la mIgG en este marco de tiempo. Las vidas medias estimadas en la fase alfa se encontraban
de forma similar en aproximadamente 5 horas en los ratones Tg y wt, respectivamente. Por contraste, habia una
diferencia significativa (p<0,05) en las vidas medias en fase beta, tal como de 125,4 + 3,2 horas (media + SEM) en los
animales wt y de 165,1 + 7,8 horas en los animales Tg, en base a los andlisis de modelado de dos compartimentos
(Tabla 5; Fig. 6A).

En el caso de la hlgG, de forma similar a los datos de depuracion de la migG, el modelado matematico de las
fases 1 y 2 hasta las 216 horas de los datos derivados de este estudio ha mostrado una buena correlacion con el
esquema general de la farmacocinética de la IgG mediada por FcRn; por tanto, se calcularon las vidas medias en las
fases alfa y beta de la higG en este marco de tiempo. En base a los andlisis de modelado de dos compartimentos, la
fase alfa se encontraba en aproximadamente 10 horas tanto en los ratones de tipo salvaje como en los ratones
transgénicos, sin diferencia entre los experimentos de 10 y 20 microgramos por gramo. En el caso de las fases beta,
observamos diferencias significativas (p<0,05) entre los ratones wt y Tg. Las fases beta calculadas estaban en 106 + 3,6
y 171,5 + 16,2 horas cuando se inyectaban 10 microgramos por gramo, mientras que estaban en 108,2 + 3,7 horas y
181 % 7,7 horas cuando se inyectaban 20 microgramos por gramo, en los ratones wt y Tg, respectivamente (Tabla 5;
Fig. 6B). Tal como se esperaba, los valores del area bajo la curva (AUC) eran significativamente diferentes, como en el
experimento en el que inyectamos 20 microgramos por gramo demostré valores aproximadamente del doble en
comparacion con el experimento con 10 microgramos por gramo; por otra parte, ni las vidas medias de la fase alfa ni las
vidas medias de la fase beta eran significativamente diferentes con la inyeccién de 10 6 20 ug de higG por gramo.

Cuando comparamos los datos de depuracién de la migG con la higG en estos experimentos (comparando los
experimentos con 10 microgramos de IgG por gramo), observamos que la higG se depurd de forma significativa mas
rapidamente (p<0,05) de los ratones wt (106 contra 125,5 horas de IgG humana y de ratdn, respectivamente), sin
embargo no habia diferencia alguna entre los datos de depuracién de IgG humana y de ratén en los animales Tg (Tabla
5).

Tabla 5 Parametros farmacocinéticos de las IgG humanas y de ratén en ratones de tipo salvaje y transgénicos
bFcRn. Los valores representan la media £ SEM; MRT, tiempo de residencia medio; AUC, area bajo la curva

Dosis Vida med. Vida med. fase MRT (horas) AUC (hora* ug/ml) n
fase alfa beta (horas)
(Hg/BW,) (horas)
WT-migG 10 5,2+0,6 125,413,2 167,7+5,6 12444,5+1447 5
TG-mlgG 10 4,640,2 165,1+7,8 227,2411,9 14713,31758,8 5
WT-hlgG 10 8,2+1,8 106+3,57 139,8+4,8 7351,2+376,5 4
TG-hlgG 10 12,7+1,8 171,5+16,2 227,9+21,3 15456+1214,9 5
WT-hlgG 20 10,845,7 108,2+3,7 151,815,8 17574,3+1711 3
TG-higG 20 13,247,5 18117,7 265,1+5,9 30788,5+3018,4 4
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En conclusion, estos estudios sobre la depuracion de IgG en ratones transgénicos BAC confirmaron que no
existia mayor carencia del2m y también que la cadena -a de FcRn bovino formaba un complejo funcional con el 2m
de raton. La depuracion de migG1 se redujo significativamente en ratones Tg, indicando que la cantidad de FcRn
hibrido y de raton disponible para la proteccién de los anticuerpos administrados contribuye al grado de proteccion
contra la depuracion in vivo. Ademas, no existia diferencia alguna entre los datos de depuraciéon de la IgG humana y de
raton en los animales Tg, indicando que el recept@2m de cadena -a de bFcRn ibrido puede rescatar hlgG1
también.

Ejemplo 5: Inmunizacién con ovoalbimina

La #14 homocigota, la #19 hemicigota (que codifican 4 y 5 copias de bFCGRT, respectivamente) y ratones wt
de edad y sexo (macho) coincidentes (cinco en cada grupo) fueron inmunizados via intraperitoneal con 250 ug de
ovoalbumina (OVA, Sigma-Aldrich, Budapest, Hungria) en adyuvante completo de Freund (CFA) y fueron desafiados 14
dias mas tarde con 250 ug de OVA con adyuvante incompleto de Freund (IFA, Sigma-Aldrich, Budapest, Hungria).

Todos los procedimientos experimentales fueron aprobados por el Animal Care and Ethics Committee of the
Agricultural Biotechnology Center, G6dolld, Hungria.

Titulos de IgG e IgM especificos del antigeno

Para descubrir las consecuencias inmunolégicas de la sobreexpresion de bFcRn mas alla de la proteccion de
IgG, ratones wt y Tg (#14 y #19) fueron inmunizados, desafiados 2 semanas mas tarde con OVA y se midieron sus
titulos de 1gG e IgM anti-OVA en suero. Se tomaron durante 56 dias muestras de sangre (50g/cada vez) del plexo
retro-orbital. Los sueros se ensayaron en busca de OVA asi como de IgM e IgG especificas de FITC. Un ELISA
cuantitativo empleando OVA y FITC-albumina (Sigma-Aldrich, Budapest, Hungria) como reactivos de captura y una IgG
anti-raton de cabra asi como una IgM anti-raton de cabra policlonal purificada por afinidad conjugada con HRP
(especifica de la cadenay y p) (Southern Biotech Associates Inc., Birmingham, AL, USA) como reactivo de deteccién,
se utilizaron para evaluar las concentraciones en plasma de IgG e IgM de raton anti-FITC y anti-OVA durante los
experimentos. El anticuerpo conjugado con peroxidasa se detectdé mediante TMB (Sigma-Aldrich, Budapest, Hungria)
como sustrato. Se aplicaron diluciones seriales de cada muestra de suero de prueba y las concentraciones de Ig se
reportaron en base a los valores de absorbancia a 450 nm interpolados de una porcién lineal de la curva dosis-
respuesta. Se ensayaron las muestras por duplicado. Se utilizé la prueba t de Student de dos colas para evaluar la
significancia estadistica de los valores medios de los grupos de tratamiento. Se consideré que los valores eran
significativamente diferentes si p <0,05.

Los resultados mostraron que no existia diferencia entre los animales wt y Tg durante la respuesta inmune
primaria; sin embargo, después de la inmunizacion de refuerzo, los titulos de IgM e IgG especificos de OVA fueron
notablemente diferentes. Durante la respuesta a anticuerpo secundaria, los titulos de IgM mostraron una curva tipica en
los animales wt ya que habia un pico de IgM ligeramente mas bajo en comparacién con el de la respuesta inmune
primaria. Por otra parte, en el caso de los ratones Tg, los titulos de IgM eran superiores en la respuesta inmune
secundaria en comparacion con los de la respuesta inmune primaria, y significativamente mas altos en comparacion con
los ratones wt (Fig. 7A). En cuanto a los titulos de 1gG, los titulos de IgG especificos de OVA se ftriplicaron casi en los
ratones Tg en comparacion con los animales wt durante la respuesta inmune secundaria (Fig. 7B).

Perfil de subclase de IgG

A continuacion se determind el perfil de subclase de IgG de las inmunoglobulinas en suero especificas de OVA.
A los 32 dias después de la inmunizacion, los sueros de ratones wt y Tg (#14) se ensayaron en busca de isotipos de
IgG especificos de OVA. Un ELISA cuantitativo empleando OVA como reactivos de captura y las 19G1, IgG2a, IgG2b e
IgG3 anti-ratén de cabra policlonales purificadas por afinidad conjugadas a HRP (Southern Biotech Associates Inc.,
Birmingham, Al, USA) como reactivo de deteccion, se utilizaron para evaluar las concentraciones en plasma de los
isotipos de IgG anti-OVA. Se detecté el anticuerpo conjugado con peroxidasa utilizando TMB como sustrato. Se
aplicaron diluciones seriales de cada muestra de suero de prueba y las concentraciones de Ig se reportaron en base a
los valores de absorbancia a 450 nm interpolados de una porcién lineal de la curva dosis-respuesta. Se ensayaron las
muestras por duplicado.

Se descubrié que los animales inmunizados con OVA-CFA y luego OVA-IFA mostraban predominantemente la
subclase 1gG1 de anticuerpos anti-OVA. Los datos mostraron que los ratones Tg generaban titulos de 19G1, 19G2a e
IgG2b especificos de OVA significativamente mas altos. Aunque los ratones Tg generaran IgG3 ligeramente mas alta en
comparacién con la de los ratones wt, la diferencia no era significativa debido a una gran desviacion estandar en los
resultados. Los presentes datos mostraron también que los isotipos de IgG especificos de OVA estaban proporcionados
de forma similar a los de los ratones wt (Fig. 7C). Ello indica que, aparte de las diferencias en la cantidad, la expresion
de bFcRn en los ratones Tg no modificé la respuesta inmune especifica de OVA.

Niveles totales de IgG

Un ELISA cuantitativo empleando un anticuerpo policlonal anti-raton de cabra purificado por afinidad no
marcado (IgG anti-ratén de cabra (H+L); Southern Biotechnology Associates, Inc., Birmingham, AL, USA) como reactivo
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de captura y una IgG anti-raton de cabra policlonal purificada por afinidad conjugada con peroxidasa de rabano
(especifica de la cadenay; Southern Biotechnology Associates Inc., Birmingham, AL, USA) como reactivo de detecadn,
se utilizaron para evaluar las concentraciones en plasma de IgG de raton durante el experimento. El anticuerpo
conjugado con peroxidasa se detecté mediante TMB (Sigma) como sustrato. Se ensayaron las muestras por duplicado.

El analisis de los niveles totales de IgG mostrd6 que los ratones Tg (#14) produjeron cantidades
significativamente mas altas de IgG en comparacion con los ratones wt aun antes de la inmunizacién (2,4 + 0,4y 4,8 +
0,5 mg/ml, media £+ SEM, en ratones wt y Tg, respectivamente; p<0,01). Después de la inmunizacién, el nivel total de
IgG subié constantemente y alcanzo sus niveles maximos los dias 28 y 36 en los animales wt y Tg, respectivamente.
Sin embargo, encontramos una diferencia notable y significativa en los niveles mas altos de 1gG, que eran de 14,8 + 2,6
mg/ml (media £+ SEM) y 39,9 + 2,7 mg/ml en los ratones wt y Tg, respectivamente (p<0,001) (Fig. 7D).

Ensayo de fagocitosis

Para evaluar la integridad funcional de la IgG especifica de OVA generada en los ratones Tg, se produjeron
complejos de anticuerpos OVA-anti-OVA mediante la incubacién de OVA-FITC con cantidades crecientes de sueros de
ratones Tg y wt, recogidos el dia 35 después de la inmunizacidon con OVA, y se realizé un ensayo de fagocitosis con la
linea celular P388D1 de macréfagos de raton. Se llevé a cabo el marcaje de la OVA con FITC mediante el
procedimiento descrito de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Molecular Probes, Eugene, OR). Los
macrofagos de raton de la linea celular P388D1 se cultivaron a 37°C en el medio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, Budapest,
Hungria) complementado con suero de ternera fetal al 5% (Sigma-Aldrich, Budapest, Hungria) y i de 2 -
mercaptoetanol (Sigma-Aldrich, Budapest, Hungria). 2 x 10° células / pocillo se trataron a 37°C durante 60 minutos con
15 ng de acetato de forbol-miristato (PMA, 30 ng/ml, Sigma-Aldrich, Budapest, Hungria) en una placa de cultivo celular
de 24 pocillos. Para producir el complejo de anticuerpos OVA-anti-OVA, se preincubaron 50 ug de OVA-FITC (1 ug/pl) a
37°C durante 60 minutos con 2,5, 10 y 40 pl de suero procedente de ratones Tg y wt inmunizados con OVA (38«
después de la inmunizacién). Se llevé a cabo la fagocitosis a 37°C durante 90 minutos incubando células P388D1
tratadas con PMA con los complejos de anticuerpos OVA-anti-OVA. Después de un lavado extenso para eliminar las
proteinas no unidas, se analizaron las células mediante citometria de flujo (FACS). Se utilizé Azul de Tripano para quitar
la OVA marcada con FITC extracelular.

La eficacia de captacidon del inmunocomplejo se analizé por FACS. No se encontré fagocitosis potenciada con
la utilizacion de 2,5ul de sueros ni de ratones Tg ni de ratones wt cuando se comparcon la captacion de OVA -FITC
no-opsonizada. Sin embargo, se observé una potenciacion significativa mediante la utilizacién de 10yl de sueros de Tg
pero no de ratones wt. Finalmente, 40 ul de sueros procedentes cada uno de ratones Tg y wt resultaron en fagocitosis
igualmente incrementada en comparacion con la captacion del antigeno no-opsonizado (Fig. 7E). Estos datos indicaban
que los sueros de ratones Tg contenian significativamente mas anticuerpo especifico de OVA el dia 35 de la
inmunizacion y que estaban funcionalmente intactos.

Ejemplo 6: Los ratones Tg y wt responden de forma similar a la inmunizacién con FITC-dextrano

Con el fin de analizar la respuesta inmune que genera principalmente IgM, se inmunizaron via intraperitoneal
ratones Tg y wt con FITC-dextrano y se desafiaron similarmente dos semanas mas tarde. Como el FITC-dextrano es un
hapteno (FITC) conjugado con un antigeno tipico de tipo Il independiente de las células T (dextrano) (Mond y col.,
1995), se observé en primer lugar IgM especifica de FITC, con muy poca IgG especifica de FITC en los sueros. No
habia diferencia entre los animales Tg y wt con respecto a su respuesta inmune especifica de FITC. Al analizar la
respuesta inmune durante la inmunizacion, se observé una produccién en aumento de IgM después de la segunda
inmunizacion en los ratones tanto Tg como wt (Fig. 8).

Ejemplo 7: Efecto de la sobreexpresion de bFcRn sobre las células productoras de IgM e IgG especificas de
OVA

Anédlisis de las células B especificas de OVA mediante el ensayo ELISPOT

Los titulos elevados de IgM especifica de OVA en ratones Tg sugerian que la sobreexpresion de bFcRn
modificaba la respuesta inmune a la expansion clonal de células B mas alla de su contribucion al mayor rescate de 1gG.
Para investigar esta observacion, se analizé en primer lugar el nimero de células en plasma que secretaban IgM anti-
OVA e IgG anti-OVA en el bazo 25 dias después de la inmunizacién, mediante el analisis de células B especificas de
OVA con un ensayo ELISPOT. Ratones #14 homocigota y wt (tres en cada grupo) fueron inmunizados via
intraperitoneal con 250 ug de OVA en CFA y fueron desafiados 14 dias mas tarde con 250 ug de OVA con IFA. 25 das
después de la primera inmunizacioén, se sacrificaron los animales y se analizaron sus células del bazo en busca de
células IgM e IgG especificas de OVA. Para el ELISPOT, se recubrieron placas MultiScreen-HTS (Millipore, Bedford,
MA) con 5 pg/ml de OVA en PBS a temperatura ambiente durante 3 horas. Luego se lavaron las placas seis veces con
PBS y se bloquearon con medio RPMI que contenia un 5% de FCS y mercaptoetanol (#0) durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Se afiadieron a los pocillos diluciones seriales (empezando por 5 x 10° células / pocillo) de
células del bazo. Se incubaron las placas a 37°C con un 5% de CO; durante toda la noche y se lavaron seis veces con
PBS-Tween: se afadio entonces a cada pocillo IgG anti-ratéon de cabra conjugada con peroxidasa de rabano (especifica
de la cadena pesada vy; diluén 1:4000 veces; Southern Biotechnology). Tras una hora de incubacion a temperatura
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ambiente, se lavaron las placas seis veces con PBS-Tween. Entonces se incubaron las placas en presencia de un
sustrato cromégeno 3-amino-9-etilcarbazol (AEC; Sigma) y H>O, a temperatura ambiente y la reaccion termind por
lavado con agua. Se contaron las unidades formadoras de puntos (SFU) por pocillo con un lector ImmunoScan
ELISPOT (Cellular Technology Ltd., USA) y se evaluaron mediante el software ImmunoSpot ver. 3.2 (Cellular
Technology Ltd., USA).

El resultado demostré que el nimero de células productoras de IgM especificas de OVA se duplico (p<0,05),
mientras que las células de IgG especificas de OVA fueron mas que triplicadas (p<0,001) en el bazo (Fig. 9A).

La inmunizacién resulta en un influjo masivo de neutréfilos en el bazo

La inmunizacion con OVA resulté en un incremento en el peso del bazo (Fig. 9B) asi como en el numero de
células (Fig. 9C), también se observé un aumento de los nodulos linfaticos periféricos. Este fendmeno aparecié en los
ratones wt y también en los Tg; sin embargo, el tamafio del bazo se duplicé en los animales Tg en comparacién con los
controles wt (p<0,001).

Se caracterizé entonces la distribucion del tipo de células del bazo mediante citometria de flujo. Para los FAC,
se aislaron los esplenocitos y se incubaron primero con anti-CD32/CD16 (clon 2.4G2) durante 30 minutos. Luego, se
incubaron las células con Abs especifico conjugado con fluorocromo a 4°C durante 50 minutos en tampén de tincion
(PBS con un 0,1% BSA y un 0,1% de azida de sodio), se lavaron dos veces y luego se analizaron utilizando un
FACSCalibur provisto del software CellQuest (BD Biosciences, San José, CA). Se obtuvieron mAbs conjugado,
CD45R/B220-PECy5, 1-A/1-E-PE, GR-1(Ly-6G)-PE y CD11b-A647 de BD Pharmingen (San Diego, CA). Se compraron
CD3-A647, CD86-PE, CD11c-A647 y CD11b-PE a Caltag (Burlingame, CA), eBioscience (San Diego, CA), Serotec
(Dusseldorf, Alemania) e ImmunoTools GmbH (Friesoythe, Alemania), respectivamente. Se obtuvieron controles de
isotopos de BD Pharmingen o Serotec.

Los resultados demostraron que, después de la inmunizacion, las relaciones entre las células portadoras de los
antigenos CD45R/B220 (linfocitos B) y 1-A/I-E (MHC de clase Il) se redujeron especificamente (p<0,05). No habia
diferencia o una disminucion menos radical con respecto a las células portadoras del marcador CD3 (linfocito T) en
ratones wt y Tg, respectivamente. Estos fendmenos aparecieron en ratones wt y Tg; sin embargo, estaban mas
acentuados en los animales Tg (Fig. 10).

Las proporciones entre las células portadoras de los marcadores CD11B y Gr-1 aumentaron drasticamente en
los ratones tanto wt como Tg después de la inmunizacién (p<0,001). Con respecto a la magnitud de este aumento, se
encontré un incremento aproximadamente cinco veces mas alto en los wt y un incremento nueve veces mas alto en
ratones Tg. Se descubrio también que la mayoria de las células que expresaban Gr-1 eran Gr-17" (Fig. 11A), con una
posicion tipica de los granulocitos de acuerdo con los parametros de dispersion de la luz a angulo hacia adelante /
angulo lateral (FCS/SSC), sugiriendo que habia neutrdfilos (datos no mostrados). De nuevo, este aumento era mayor en
el caso de ratones Tg (p<0,01) (Fig. 11A). Se descubrié también que la relacién entre las células portadoras de los
antigenos CD11b y MHC de clase Il (macroéfagos, células dendriticas) (Fig. 11B) y de los antigenos CD11b y CD11c
(células dendriticas) (Fig. 11C - células identificadas y seleccionadas) era significativamente elevada (p<0,05 y p<0,01,
respectivamente) en los ratones Tg en comparacién con sus controles wt. Estos resultados explican la disminucion
proporcional de las células portadoras de B220 y MHC-II; sin embargo, ello no implica la reduccién de los numeros
totales de células en la medida en que el bazo, con su niumero de células, eran mas importantes después de la
inmunizacion (Fig. 9C). En base a estos analisis, se concluydé que la mayoria de las células que afluian al bazo 25 dias
después de la inmunizacion eran neutrofilos; sin embargo también aparecia un nimero creciente de células dendriticas.

Ejemplo 8: bFcRn se expresa fuertemente en neutréfilos de exudados peritoneales, macréfagos y células
dendriticas

La expresion de la cadena-a de bFcRn se analiz primer o en células de exudados peritoneales que derivaban
de ratones dos dias después de haber sido tratados via intraperitoneal con Concanavalina A (ConA, 100 ug / rabn en
PBS; Sigma-Aldrich, Budapest, Hungria). Para una preparacion de células enriquecidas con neutrofilos, se inyectaron
i.p. a los ratones 2 ml de caseina al 5% (peso/volumen) (Sigma-Aldrich, Budapest, Hungria) en solucion salina y se
aislaron las células peritoneales 6 horas después de la inyecciéon. Los neutréfilos se purificaron entonces mediante
centrifugacion con Ficoll-Paque Plus (GE Healthcare, Uppsala, Suecia) (400 x g durante 30 minutos a RT). La pureza
del neutrdfilo era del ~80% segun se determind por citometria de flujo utilizando reactivos anti-CD11b y anti-Gr-1 (Fig.
12).

Se extrajo ARN total de estas células utilizando el Reactivo Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA) y se transcribieron
a la inversa dos microgramos de ARN mediante la enzima transcriptasa inversa del virus de la leucemia murina de
Moloney (M-MLV) (Promega) y del cebador adaptador (dT)17 por protocolos estandar. Se realizé la PCR para obtener
un amplicon especifico de la cadena-a de bFcRn de 422 pb de longitud (289-711 pb de AF139106) mediante los pares
de cebadores: B3 5’-CGCAGCARTAYCTGASCTACAA-3 (SEQ ID NO: 37, donde R puede ser G o A, Y puede ser T o
Cy S puede Go C)yB4 5-GGCTCCTTCCACTCCAGGTT-3’ (SEQ ID NO: 38). El segmento amplificado se separ6 por
electroforesis en gel de agarosa al 1% y se tifié con bromuro de etidio.
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La expresion de bFcRn se detectd por amplificacién por PCR primero en células de exudados peritoneales
procedentes de ratones Tg y wt después de haber sido tratados con ConA. La expresion de bFcRn se mostré también
en una poblacion de células enriquecidas con neutréfilos y macréfagos, ya que las células purificadas eran ~78%
CD11b%" / Gr-12" y del ~20% CD11b** / Gr-1 (Fig. 12).

Un estudio mas reciente reveld que FcRn desempefia un papel mas importante en la fagocitosis mediada por
IgG en los monocitos y leucocitos polimorfonucleares (Vidarsson y col., 2006), lo que sugiere que FcRn esta implicado
en la presentacién de antigenos. Basandonos en nuestros datos, se puede suponer que la sobreexpresién de bFcRn en
estas células media la fagocitosis potenciada por el antigeno e incluso la presentacion del antigeno, lo que resulta
entonces en mas células plasmaticas productoras de IgM e IgG especificas del antigeno en los 6rganos linfoides
secundarios. Si esta teoria es correcta, esta potenciacion era obvia una vez producida la IgG y no antes. En efecto, los
titulos de IgM incrementados se encontraron solamente después que apareciera la IgG especifica de la OVA,
principalmente en la respuesta inmune secundaria.

Ejemplo 9: Presencia de linfocitos-B, neutréfilos y células dendriticas portadoras de OVA en el bazo de ratones
inmunes

Un analisis celular demostré que el tipo de células dominantes que afluyeron al bazo después de la
inmunizacién eran neutréfilos. En base a otro informe reciente, los neutréfilos comprendian la principal poblacién de
células portadoras del antigeno en los 6rganos linfoides secundarios; una vez que tuvo lugar una respuesta inmune
especifica, se formo el inmunocomplejo de IgG-antigeno y contribuyé a la calidad de la respuesta inmune secundaria
establecida (Maletto y col., 2006). Para saber si el influjo de neutréfilos era efectivamente dependiente de una respuesta
inmune especifica del antigeno y portaba antigenos en nuestros experimentos, ratones transgénicos a los 56 dias de la
inmunizaciéon con OVA (cuando el nivel de IgG especifica de la OVA sigue siendo alto - Fig. 7B) y sin inmunizacion,
fueron tratados via intraperitoneal con FITC-OVA.

En este experimento, los ratones (#14 homocigotos) fueron tratados via intraperitoneal con OVA-FITC (7,4
mg/ml, 100 pl/ratén). 5 horas después de la inyeccién de OVA-FITC, los ratones fueron esplenectomizados y sus células
se analizaron mediante citometria de flujo y microscopia confocal. Para la citometria de flujo, se trataron las células tal
como se describe con los siguientes reactivos: CD45R/B220-PECy5, GR-1(Ly-6G)-PE, CD11¢c-A647, CD11b-A647 y
CD11b-PE. Para la microscopia confocal, se tifieron las células con una sonda de ADN permeable a células
fluorescentes en rojo DRAQ5 (Biostatus Ltd., Reino Unido) durante 10 minutos a T ambiente. Después de una etapa de
lavado, se registraron las imagenes IDC y de fluorescencia (512 x 512 pixeles) con un microscopio confocal de
exploracion laser Olympus FLUOView500 (Hamburgo, Alemania) de gran aumento (objetivo de 63X). Se utilizaron las
lineas laser de argdon de 488 nm y de laser He-Ne de 632 para excitar FITC y los tintes DRAQS.

Los datos de la citometria de flujo demostraron que entre las células positivas a OVA-FITC (15,1 £ 1,4%), 61,2
+ 5,4% eran positivas a B220 (linfocitos B), 18,5 + 0,6% se detectaron como siendo CD11b%" y Gr-12" (neutrdfilos) y
13,5 = 2,1% fueron células (dendriticas) positivas a CD11b y CD11c en los animales inmunizados con OVA. No
encontramos un numero considerable de células positivas a OVA-FITC en animales no inmunizados (2,1 + 0,3%) (Fig.
13A y 13B). Los datos de la citometria de flujo, con respecto a los linfocitos-B y neutrdfilos positivos a OVA-FITC, se
confirmaron mediante microscopia confocal. Se encontraron neutréfilos tipicos que tienen OVA-FITC que internalizan
los nucleos polilobulados, mientras otras células, probablemente los linfocitos B (que tienen nucleos de forma redonda,
grandes y bordes delgados de citoplasma) se recubrieron con OVA-FITC (Fig. 13C). No se encontré una diferencia
significativa en el tamafio del bazo ni en los numeros de células entre los animales inmunizados y no inmunizados
(datos no mostrados). Este descubrimiento se ajusta bien a los demas resultados encontrados y explica por qué existe
un influjo notable de neutrdfilos positivos a CD11b y a Gr-1 en los ratones wt y Tg 25 dias después de la inmunizacion.
Considerando que los ratones Tg producen mucho mas IgG especifica de la OVA (Fig. 7B) y sobreexpresan FcRn en
estas células (Fig. 12), podemos explicar también por qué los ratones Tg muestran un mayor influjo de estas células en
el bazo, mayor expansion clonal de células B especificas del antigeno y por consiguiente una fuerte respuesta inmune.

Ejemplo 10: Generacion de ratones transgénicos bFcRn por transgénesis lentiviral (ejemplo preparatorio)

Se utilizaron recientemente vectores lentivirales derivados de VIH y EIAV para obtener altas velocidades de
transgénesis reproducible en ratones (Pfeifer y col., 2002), ratas (Lois y col., 2002), pollos (McGrew y col., 2004), cerdos
(Hofmann y col., 2003; Whitelaw y col., 2004) y bovinos (Hofmann y col., 2004). El vector de transferencia WPRE-
P2_bFcRn se produjo mediante sustitucion del segmento original EF1a-EGFP del vector de transferencia pWPTS-EGFP
(Bovia y col., 2003) por un segmento promotor de 2950 pb de longitud combinado artificialmente del gen de cadena-a de
FcRn bovino (bFcRn) con secuencia codificante del mismo gen. El segmento promotor de bFcRn fue amplificado por
PCR con polimerasa Deep Vent (New England Biolab, Beverly, MA, USA) a partir del clon de BAC #128E04 que
contiene el gen de cadena-a de bFcRn y se utilizd para elaborar los ratones transgénicos bFcRn (véase el Ejemplo 2).
El cebador hacia adelante contiene un sitio Xbal (en cursiva) (lenti-BORE20: 5-GGG TCT AGA ACA CCA AGG GCG
GCA TCA-3, SEQ ID NO: 39); el cebador inverso contiene un sitio EcoRI (lenti-BORE18: 5-GGG GAA TTC CGG CTC
CCG TGA CTG GAG AC-3, SEQ ID NO: 40). El amplicéon generado por PCR tenia una longitud de 2950 pb de la
secuencia reguladora de bFCGRT (GenBank: pares de bases nucleotidicas 765455 - 762510 del clon NW 001493624.1
/ Bt18 WGA2132 3 / contig gendmico del cromosoma 18 de Bos taurus, montaje de referencia (basado en Btau_3.1). El
segmento codificante de la cadena pesada de bFcRn se amplificé por PCR con polimerasa Deep Vent a partir de un
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clon que contenia el ADNc de bFcRn (GenBank AF139106) y que se habia utilizado previamente para elaborar células
transfectadas de forma estable en nuestro laboratorio (Kacskovics y col., 2006a). El cebador hacia adelante contiene un
sitio EcoRI (BORE10: 5-GGG GAA TTC TGG GGC CGC AGA GGG AAG G-3, SEQ ID NO: 41); el cebador inverso
contiene un sitio Mlul (lenti-BORE19: 5-GGG ACG CGT GAG GCA GAT CAC AGG AGG AGA AAT-3, SEQ ID NO: 42).
El amplicdn generado por PCR era de una longitud de 1285 pb del ADNc de cadena-a de bFcRn (GenBank: nucledtido
64 - 1344 de la secuencia de referencia NM_176657 del bFcRn). Después de la purificacion, los dos amplicones
(promotor y secuencia codificante del bFcRn) fueron digeridos con EcoRI (Promega) y ligados mediante la utilizacion de
ligasa T4 (Promega) para producir un constructo P2-bFcRn que codifica un segmento de 2950 pb del promotor de
cadena pesada de bFcRn y un segmento de 1285 pb del ADNc de cadena pesada de bFcRn (SEQ ID NO: 43). El
fragmento de ADNc del promotor de bFcRn se insertd entonces en el plasmido del vector de transferencia pWPTS. Los
vectores se amplificaron mediante transfeccion transitoria en células 293T tal como se ha descrito anteriormente (Bovia
y col., 2003). Los vectores utilizados para crear el lentivirus se obtuvieron de Tronolab, Cantonal Medical University,
Ginebra, Suiza. Se utilizaron los siguientes vectores: pMD.G (constructo de envolvente, 6kpb); pPCMV R8.91 (constructo
de empaquetado, 12kpb); pWPTS (constructo de transferencia, 12,7kpb), en los que la secuencia de ADNc del promotor
de FcRn (P2)-FcRn se insert6 entre los sitios Clal y Sall. Se evaluaron los titulos lentivirales mediante la traduccion de
células Jurkat con diluciones seriales de sobrenadantes de un stock de virus preparado en paralelo. Este virus contenia
el vector de transferencia pWPRE-EGFP. Se contaron las células GFP+ mediante el clasificador de células activadas
por fluorescencia (FACS). El titulo se encontraba en el rango de 107-10® unidades de transduccion por mililitro. Se
crearon ratones transgénicos mediante la inyeccion del lentivirus VIH-P2-FcRn en el espacio perivitelino de los cigotos
de una etapa celular. Se realizaron microinyecciones en fondos genéticos FVB/N y Balb/c, se transfirieron entonces los
cigotos inyectados a hembras receptoras (Tabla 6). Los fundadores transgénicos fueron identificados por PCR con los
siguientes cebadores: bFcSuf 5 CTCCTTTGTCTTGGGCACTT 3 (SEQ ID NO: 9) y bFcL ¥
GCCGCGGATCCCTTCCCTCTG 3 (SEQ ID NO: 10).

Tabla 6 Datos sobre embriones de rata inyectados con lentivirus

FVBI/N Balb/c
Embriones inyectados y transferidos 37 38
N° de hembras receptoras 2 3
Transferencias con éxito 2 1
N° de recién nacidos 17618 4
Recién nacidos vivos 13 4
PCR+ (transgénica) 5 1

Para detectar la expresion del transgén, se realizé una RT-PCR en las muestras de ARN aisladas de higado,
bazo, pulmén e intestino de un ratéon con VIH-P2-FcRn recién nacido tal como se muestra en la Fig. 14. Los cebadores
previstos para el promotor P2 (FcRnprf: CGGCCACCTCTATCACATTT, SEQ ID NO: 3; FcRnprr:
TGCATTGACCACACTTGGTT, SEQ ID NO: 4; tamafo esperado del fragmento: 579 pb) se incluyeron para excluir la
posibilidad de contaminacion del ADN gendmico en las muestras de ARN, y el ARNm especifico del transgén se detectd
con los cebadores previstos para el exdn 4 de FcRn bovino (bFcRnex4f: CCAAGTTTGCCCTGAACG, SEQ ID NO: 19;
bFcRnex4r: GAGGCAGATCACAGGAGGAG, SEQ ID NO: 44, tamafio esperado del fragmento: 161 pb). Los resultados
indican claramente la expresion del ARNm de bFcRn.

Los fundadores transgénicos se reproducen individualmente por apareamiento con ratones de tipo salvaje para
establecer lineas transgénicas.

Ejemplo 11: El nivel de albimina aumenta también en el suero de ratones Tg (ejemplo de fondo)

Debido a que los ratones transgénicos sobreexpresan bFcRn, se investigaron dos puntos: (1) si bFcRn
interactia con la albumina de ratén y (2) si existen influencias sobre el metabolismo de la albumina. Por tanto, los
niveles de albumina de ratones que no expresan FcRn (FcRn KO - comprados a The Jackson Laboratory, USA),
animales wt, #14 y #19 homocigotas (expresan 4 y 10 copias del bFcRn, respectivamente) se midieron mediante la
utilizacion del ELISA sandwich especifico de la albumina. En base a este estudio, se descubrié que bFcRn se une a la
albumina y que influye seriamente en su nivel de suero (Fig. 15). El contenido de albumina en la leche de los ratones
transgénicos se midié6 también y se descubri6 que contiene una concentracién significativamente méas alta en
comparacién con sus controles de tipo salvaje (datos no mostrados). Asi, estos datos sugieren que, aparte del efecto
ventajoso de la sobreexpresion de FcRn en la respuesta inmune humoral, la concentracion de albumina también es
elevada, lo que puede resultar nocivo, ya que el nivel de presidon osmaética en la sangre es mas alto de lo normal,
aunque incluso a un numero de 10 copias no existian efectos nocivos perceptibles y los animales Tg vivieron una larga y
sana vida hasta los 14 meses.
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Ejemplo 12: Estudio in vivo que analiza la vida media de la IgG de conejo en ratones KO con FcRn de ratén -
transgénicos con BAC bovino (ejemplo de fondo)

Para analizar si el bFcRn se une a la IgG de conejo y la protege contra una depuracioén rapida, analizamos la
vida media de la IgG de conejo en ratones KO con FcRn de ratén - transgénicos con BAC bovino. Se crearon ratones
transgénicos con FcRn bovino, nulos de cadena-a de FcRn de raton (chRn/chRn ’) mediante cruzamiento de ratones
homocigotos bFcRn (#14) portadores de 4 copias del transgén de BAC 128E04 (Bender y col., 2007) con la cepa de
ratdbn homocigoto para el alelo noqueado de mFcRn. Se compro esta cepa de raton a The Jackson Laboratories (USA)
bajo el nombre: B6.129X1-Fcgnt®™P°™P*" Ratones transgénicos dobles con el genotipo deseado (bFcRn/mFcRn™)
fueron seleccionados por PCR multiplex con los siguientes cebadores: NEO-F: GGA ATT CCC AGT GAA GGG C (SEQ
ID NO: 45); NEO-R: CGA GCC TGA GAT TGT CAA GTG TAT T (SEQ ID NO: 46); FcRn wt-F: GGG ATG CCA CTG
CCC TG (SEQ ID NO: 47); bFcSuF: CTC CTT TGT CTT GGG CAC TT (SEQ ID NO: 9); bFcL: GCC GCG GAT CCC
TTC CCT CTG (SEQ ID NO: 10). Un ratén F2 adecuado se identificd tal como se muestra en la Fig. 16A.

La vida media de la IgG de conejo se analizd esencialmente tal como se describe en el Ejemplo 4. Brevemente
después de un sangrado previo, ratones de edad, peso y sexo (macho) coincidentes con mFcRn™ y bFcRn*/* mFcRn™”
(tres en cada grupo) fueron microinyectados via intravenosa con 150 pug de IgG de conejo (Sigma) en 50 mg/ml de
solucion salina y durante las siguientes 216 horas, se recogieron muestras periédicas de sangre (B@ada vez) del
plexo retro-orbital. Se utilizé un ELISA cuantitativo que empleaba IgG anti-conejo de cabra (especifico de H+L) (Caltag)
como reactivo de captura y una IgG anti-conejo de cabra conjugada con HRP (especifico de H+L) (Vector Laboratories)
como reactivo de deteccion para evaluar las concentraciones en plasma de IgG de conejo durante el experimento. El
anticuerpo conjugado con peroxidasa se detecté por medio de TMB (3,3',5,5'-tetrametilbenzidina; Sigma) como sustrato.
Se ensayaron las muestras por duplicado. Las concentraciones de IgG de conejo se reportaron en base a un estandar
de referencia. La IgG de conejo se depuré rapidamente en los ratones FcRn™ (vida media: 15 horas), pero se proteglo
en bFcRn/FcRn™ (vida media: 67 horas) (Fig. 16B). La depuracion rapida de IgG en los animales FcRn” esta
documentada (Roopenian y col., 2003) y también en los animales que son carentes de FcRn funcional debido a la falta
de la beta-2-microglobulina (Ghetie y col., 1996; Israel y col., 1996; Junghans y Anderson, 1996). En nuestro
experimento, la depuracion de la IgG de conejo se redujo significativamente (p<0,0001) en los animales bFcRn/ mFcRn
" debido a la actividad del bFcRn. Sin embargo, la vida media de la IgG de conejo en estos animales sigue siendo
mucho mas corta en comparacién con la vida media de la IgG de conejo en conejo (vida media: 132-153 horas)
(Andersen y Bjorneboe, 1964; Dima y col., 1983; Sabiston y Rose, 1976) o en raton (vida media: 106 horas) (Dima y
col., 1983), lo que sugiere que la interaccion de la IgG de conejo y el complejo bFcRn / beta-2-microglobulina es
relativamente débil. Efectivamente, datos previos detectaron diferencias en las interacciones IgG - FcRn a través de las
especies (Ober y col., 2001), acentuando la necesidad de seleccién experimental del FcRn apropiado para aumentar la
vida media de la IgG y consecuentemente su nivel a la inmunizacion.

Ejemplo 13: Creacién de conejos transgénicos dobles que estan produciendo inmunoglobulinas humanizadas y
que sobreexpresan el FcRn bovino mediante cruzamiento (ejemplo preparatorio)

Las lineas transgénicas dobles de conejo que producen IgG humana y FcRn bovino son buenos candidatos
para mejorar el nivel de inmunoglobulina en el suero. El efecto del FcRn bovino sobreexpresado en la vida media de la
IgG humana se ha mostrado anteriormente, por tanto estas lineas transgénicas dobles de conejo son muy utiles para la
produccién de antisueros policlonales, o como punto de partida para generar anticuerpos monoclonales de conejo.

El conejo Tg doble se puede generar mediante cruzamiento estandar. Aunque el experimento anterior mostro
que bFcRn no es el mejor candidato con respecto a la union a la IgG de conejo, la generacion de un conejo transgénico
bFcRn sigue siendo una etapa intermedia deseable para crear el conejo transgénico doble que produce tanto la IgG
humana como el FcRn bovino. En una etapa posterior, se pueden cruzar dos lineas de conejos Tg, cada uno
conteniendo uno de los transgenes, con el fin de generar el animal final.

El clon BAC bovino 128E04 se introdujo mediante microinyeccion pronuclear en cigotos de conejo y se genero
un fundador transgénico. La presencia del gen FcRn bovino se detecté por PCR, con cebadores disefiados para
amplificar un fragmento de 160 pb procedente del exén 4 de FCGRT bovino: bFcRnex4F: 5'-
CCAAGTTTGCCCTGAACG - 3 (SEQ ID NO: 19) y bFcRnex4R: 5-GTGTGGGCAGGAGTAGAGGA - 3 (SEQ ID NO:
20). La Fig. 17 muestra la presencia del fragmento tal como se espera.

Camadas F1 del conejo fundador seran adecuadas para cruzarse con conejos genéticamente modificados que
producen inmunoglobulinas humanizadas (Thorey y col., 2006) para que resulten animales transgénicos dobles
adecuados para niveles potenciados de produccion de anticuerpos policlonales humanizados.

Ejemplo 14: Creacidn de conejos transgénicos dobles que estan produciendo inmunoglobulinas humanizadas y
que sobreexpresan el FcRn bovino (ejemplo preparatorio)

Como alternativa al Ejemplo 13, se pueden generar lineas transgénicas dobles de conejo mediante la
utilizaciéon de conejos transgénicos que producen inmunoglobulinas humanizadas (Thorey y col., 2006) como animales
receptores en experimentos similares de transgénesis tal como se describe en el Ejemplo 3. Por medio del clon BAC
bovino 128E04, se generan lineas transgénicas de conejo mediante microinyeccion pronuclear. Los conejos
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transgénicos se identifican mediante Southern blot y/o PCR utilizando cebadores y sondas especificas del clon BAC
bovino, y se evaltan las vidas medias de las IgG humanas inyectadas. Una vida media sustancialmente mas larga en
los sueros de los conejos indica que el FcRn bovino introducido protege la inmunoglobulina humana producida por el
conejo transgénico de la degradacion.

Ejemplo 15: Aislamiento y caracterizacion de un clon BAC que contiene el gen de cadena-a de FcRn de conejo
(ejemplo de fondo)

Como muchos de los estudios anteriores sobre la actividad de FcRn utilizaban el conejo como animal modelo,
se presumié que el FcRn de conejo era expresado por células endoteliales entre otros tejidos y contribuia a la
homeostasis de la IgG. Por tanto, la adicién de copias suplementarias del gen de FcRn de conejo resulta en una vida
media incrementada de la IgG. Consecuentemente, el FcRn de conejo se clond y secuencié (SEQ ID NO: 48).

En un esfuerzo paralelo, el clon de BAC de conejo 262E02 se aislé de una libreria de BAC de conejo (Rogel-
Gaillard y col., 2001). La libreria de BAC se construyé en el vector pBeloBAC11, se preparé el ADN de alto peso
molecular a partir de glébulos blancos de un conejo de Nueva Zelanda. La libreria de BAC de conejo es manejada por el
centro de recursos del INRA para animales domésticos y su disponibilidad es publica. Los cebadores especificos del
gen FCGRT de conejo: OCU_FCGRT_F: GGGACTCCCTCCTTCTTTGT (SEQ ID NO: 49) y OCU_FCGRT_R:
AGCACTTCGAGAGCTTCCAG (SEQ ID NO: 50) fueron proyectados por el programa Primer 3 (http://bioinfo.genopole-
toulouse.prd.fr/iccare/cgi-bin/primer3_aTg.cgi.pl) sobre las etiquetas (tag) de secuencias expresadas por el conejo
(EST). Se identifico EB377775 mediante su alineamiento con el gen FCGRT humano (GenBank NM_004107), con el
programa lccare (http://bioinfo.genopole-toulouse.prd.fr/lccare/). La secuencia EB 377775 EST es idéntica a la parte
correspondiente del ADNc de FcRn de conejo (SEQ ID NO: 55). Se analiz6 el clon BAC de conejo 262E02 en busca de
la presencia de genes candidatos basados en el cromosoma ortélogo Bos Taurus. Los cebadores se proyectaron para
las EST de Oryctolagus cuniculus o se utilizaron cebadores especificos del gen bovino en la proximidad de 50 kb del
gen FCGRT en las direcciones 5’ y 3’. Se identificaron los siguientes genes de conejo en el clon BAC 262E02: RPL13A;
RPS11; FCGRT; RCN3, PRRG2 (véase la Fig. 18).

Tabla 7 Cebadores y condiciones de PCR para evaluar la presencia de genes bovinos ortélogos en el clon BAC
de conejo 262E02

Gen Cebador Tm (°C) | Producto (bp)
putativo

PRRG2 L: 5-GTTGTTCACACCAGGGAACC-3'
PRRG (SEQ.ID.NO.: 25) 61 295
PRRG2_R: 5-CCTTTGCCATTGTAGATGTAGC-3’
(SEQ.ID.NO.: 26)

RCN3_L: 5-GACGCCGAGACCTACAAGAA-3’
RCN3 (SEQ.ID.NO.: 51) 61 168
RCN3_R: 5-CATGTGCGGGAACTCCTC-3'
(SEQ.ID.NO.: 52)

FCGRT_L: 5-CTGAACGGTGAGGACTTCAT-3’
FCGRT (SEQ.ID.NO.: 53) 61 210
FCGRT_R: 5-GCTCCTTCCACTCCAGGTT-3’
(SEQ.ID.NO.: 54)

RPS11_L:5-AGATCGGCGACATCGTCA-3'
RPS11 (SEQ.ID.NO.: 55) 61 108
RPS11_R: 5-TCTGGAACTGCTTCTTGGTG.3’
(SEQ.ID.NO.: 56)

RPL13A_L: 5-CATGAGGTGGGCTGGAAGTA-3’
RPL13A (SEQ.ID.NO.: 57) 61 82
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RPL13A-R: 5-TCCGGTAGTGGATCTTAGCC-3’
(SEQ.ID.NO.: 58)

Se detectdé también la presencia del gen FLT3LG en base a un andlisis slot-blot cuando un producto de PCR
FLT3LG bovino de 547 pb de longitud producido por los cebadores: FLT3LG_L: 5-TCGGAGATGGAGAAACTGCT-3
(SEQ ID NO: 15) y FLT3LG_R: 5-CTGGACGAAGCGAAGACAG-3 (SEQ ID NO: 16) se hibridé al BAC de conejo
262E02 resultando una fuerte sefial positiva en condiciones de alta astringencia.

La estructura del clon BAC de conejo 262E02 parece muy similar a la del clon BAC bovino 128E04 de bovino,
por tanto, se puede esperar que proporcione buenos resultados similares en experimentos de transgénesis.

Ejemplo 16: Creacion de conejos transgénicos que sobreexpresan el FcRn de conejo y estudios in vivo para
analizar las vidas medias de la IgG de conejo (ejemplo preparatorio)

Un constructo genético que contiene ya sea el clon BAC de conejo 262E02 caracterizado en el ejemplo anterior
o un constructo que comprende el ADNc de FcRn de conejo (SEQ ID NO: 48) dirigido por el promotor de bFcRn bien
caracterizado y complementado aguas abajo del ADNc de FcRn de conejo por un intron heterélogo y una region SV40
polyA comercialmente disponible se introduce mediante microinyeccidn pronuclear en cigotos de conejo.
Alternativamente, se podrian crear conejos transgénicos con el constructo de ADNc de P2-FcRn de conejo insertado en
un vector de transferencia lentiviral tal como se describe en el Ejemplo 10 y ser inyectado en el espacio perivitelino de
embriones de conejo. Los conejos transgénicos se identifican por Southern blot y/o PCR utilizando cebadores / sondas
especificas. Las vidas medias de IgG en conejos transgénicos que sobreexpresan el FcRn de conejo se evaluaron
mediante métodos estandar, por ejemplo los ilustrados anteriormente.

Los conejos transgénicos que sobreexpresan la cadena-a de FcRn de conejo asi producidos se pueden utilizar
ventajosamente para la produccion potenciada de antisueros policlonales.
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LISTADO DE SECUENCIAS
<110> AGRICULTURAL BIOTECHNOLOGY CENTER EOTVOS LORAND UNIVERSITY

<120> ANIMAL TRANSGENICO CON RESPUESTA INMUNE POTENCIADA Y METODO PARA LA PREPARACION
DEL MISMO

<130> 103608/LT

<160> 58

<170> Patentl version 3.3
<210> 1

<211> 22

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Cebador sintético PCR especifico de ARNm de cadena-alfa de bFcRn
<400> 1

cagtaccact tcaccgccgt gt 22

<210> 2
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial
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<220>

<223> Cebador sintético PCR especifico de ARNm de cadena-alfa de bFcRn

<400> 2

cttggagcgc ttcgaggaag ag 22
<210> 3

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador sintético PCR especifico de bFcRn
<400> 3

cggccacctc tatcacattt 20
<210> 4

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador sintético PCR especifico de bFcRn
<400> 4

tgcattgacc acacttggtt 20
<210>5

<211>25

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador sintético PCR especifico de pBAC, U80929 11380-11404
<400> 5

acctctttct ccgcacccga catag 25

<210>6

<211>25

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
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<223> Cebador sintético PCR especifico de bFcRn
<400> 6

gttcaagtcc aaaggcaggc tatct

<210>7

<211> 25

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador sintético PCR especifico de bFcRn
<400> 7

cctttaccca cacccactce ccaca

<210>8

<211> 25

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador sintético PCR especifico de pBAC, U80929, 3801-3777

<400> 8

agaagttcgt gcecgecgcecg tagta
<210>9

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador sintético PCR especifico de bFcRn
<400> 9

ctectttgtc ttgggceactt

<210>10

<211> 21

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Cebador sintético PCR especifico de bFcRn

25

25
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<400> 10

gccgceggatce cctteectcet g 21
<210> 11

<211> 25

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador sintético PCR especifico de bFcRn
<400> 11

aaagtttctc gagagaggca gagac 25
<210> 12

<211> 25

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador sintético PCR especifico de bFcRn
<400> 12

tagttacaga gcctggatag gctga 25
<210> 13

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador sintético PCR especifico de BAC 128EOH extremo 5’
<400> 13

tttagctgca tcgggatctt 20

<210> 14

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Cebador sintético PCR especifico de BAC 128EOH extremo 5’
<400> 14
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ggagtgatgg catttggttt 20
<210> 15

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador sintético PCR especifico de FLT3LG
<400> 15

tcggagatgg agaaactgct 20
<210> 16

<211> 19

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador sintético PCR especifico de FLT3LG
<400> 16

ctggacgaag cgaagacag 19
<210> 17

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador sintético PCR especifico de LOC539196
<400> 17

agaacgtgcg taccaaaagc 20
<210> 18

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Cebador sintético PCR especifico de LOC539196
<400> 18

agcggttgta ctttcggatg 20
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<210>19

<211> 18

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador sintético PCR especifico de bFCGRT
<400> 19

ccaagtttgc cctgaacg 18
<210> 20

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador sintético PCR especifico de bFCGRT
<400> 20

gtgtgggcag gagtagagga 20
<210> 21

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador sintético PCR especifico de LOC522073
<400> 21

agtggtcctg ggattgacag 20
<210> 22

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador sintético PCR especifico de LOC522073
<400> 22

tcactgagtc ccgtatgtgc 20
<210> 23

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

<220>

<223> Cebador sintético PCR especifico de LOC511234
<400> 23

ctacgtgtgc gccgtgac 18
<210> 24

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador sintético PCR especifico de LOC511234
<400> 24

aatcagcttc tccacgcact 20
<210> 25

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador sintético PCR especifico de LOC511235
<400> 25

gttgttcaca ccagggaacc 20
<210> 26

<211> 22

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador sintético PCR especifico de LOC511235
<400> 26

cctttgccat tgtagatgta gc 22
<210> 27

<211> 20

<212> ADN
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<213> Artificial

<220>

<223> Cebador sintético PCR especifico de BAC128EOH extremo-3’
<400> 27

agtcgtgtcec gactctttge 20

<210> 28

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador sintético PCR especifico de BAC128EOH extremo-3’
<400> 28

cagcctgtct ggtgttctga 20

<210> 29

<211> 26

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador sintético PCR especifico de beta-actina de ratén
<400> 29

tggctttctg aacttgacaa cattat 26

<210> 30

<211> 21

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador sintético PCR especifico de beta-actina de ratén
<400> 30

ttcacctgcc ctgagtgttt c 21

<210> 31

<211> 26

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
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<223> Cebador sintético PCR especifico de beta-actina de ratén
<400> 31

tgaaggtctc aaacatgatc tgtaga 26
<210> 32

<211> 25

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador sintético PCR especifico de bFCGRT
<400> 32

cacagtcaag agtggcgacg agcac 25
<210> 33

<211> 18

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador sintético PCR especifico de bFCGRT
<400> 33

gcaccacgca gcggtagt 18
<210> 34

<211> 21

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador sintético PCR especifico de bFCGRT
<400> 34

ccttctacgce ctggtcatca ¢ 21
<210> 35

<211> 18

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Cebador sintético PCR especifico de bFCGRT
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<400> 35

ggcgacgagc accactac 18
<210> 36

<211>19

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> Cebador sintético PCR especifico de bFCGRT
<400> 36

gattcccgga ggtcwcaca 19
<210> 37

<211> 22

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador sintético PCR especifico de ARNm de cadena-alfa de bFcRn
<400> 37

cgcagcarta yctgasctac aa 22

<210> 38

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador sintético PCR especifico de ARNm de cadena-alfa de bFcRn
<400> 38

ggctccttce actccaggtt 20

<210> 39

<211> 27

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Cebador sintético PCR especifico del promotor de bFcRn

<400> 39
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gggtctagaa caccaagggc ggcatca 27
<210> 40

<211> 29

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador sintético PCR especifico del promotor de bFcRn
<400> 40

ggggaattcc ggctcecgtg actggagac 29

<210> 41

<211> 28

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador sintético PCR especifico de bFcRn
<400> 41

ggggaattct ggggcegcag agggaagg 28
<210> 42

<211> 33

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> Cebador sintético PCR especifico de bFcRn
<400> 42

gggacgcgtg aggcagatca caggaggaga aat 33
<210> 43

<211> 4235

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Constructo P2-bFcRn que codifica un segmento de 2950 pb del promotor de cadena pesada de bFcRn y un
segmento de 1285 pb del ADNc de cadena pesada de bFcRn

<400> 43

48



ctagaacacc
tggttcgttt
atttcataac
taggacccca
aggactcggt
tcctgcaagce
atgagccggg
gacacagaag
agctttttct
gagaggcctc
gggactctac
atagtgttcc

gtttaataaa

aagggcggcea
tgaagttgga
tgtcctgetg
cggaatctaa
gcttttactg
tgcatggcac
atcattagag
gttccacgac
tttgaagcaa
atggctaaac
agcagagcca
ccaaagctgc

gggaactttg

tcatgagtga
actaagcgcc
ttttctatta
aaggtatagg
ctggggccca
accctgcaaa
catatgagac
acttagcagc
ggaggaggaa
cccgaggtca
agggagggca
ctgtgcccta

aagatgtgat

ES 2368 622 T3

gctccctgtg
catattttca
ctttatcagg
caaagggact
aggttcaatc
tgccacccecca
aggcagcaga
gattcctggt
cattatgagg
ttctgacagg
ccctccatga
gagctccaaa

taaattcagg

49

ctgttgttcc
tttcccactg
ggcccctgge
tcectggtgg
cctgatcagg
cccccccaaa
tgctgtaaat
gggtattaag
aatgttcagg
aggaaaggaa
ctgtgaccat
gcctgtgatt

atcttgtgat

aaaggcacct
ggctctgcac
gatgtgatag
tccagtggtt
gaaactaaga
aaaaacatgc
ggtccctgaa
ggaacttgag
tcagacctct
gacctgaatg
gctagactgg

acatgacctt

ggggagatga

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780



tcttggatta
gcaagttect
caacaggagc
acccactcca
gtgcacgggg
gtgtcgactt
ctgtgtgggt
cacceccccac
tcectcaage
gctcttetgg
cctctatcac
aagtctcttt
ctaatatatc
gtactcttge
cgctgagggt
gaaggaaatg
tggtgggctg
agcagcagca
atttgcagca
tgctaaaggg
gaggaacgaa
aaattcectg
ctgcggggag
aaaatgccac
tttgtggttg
ggatgatgaa
ccaaatgtca
tggaagcgtt
ggtgtagaat

aggggcactt

tccaggtggg
gagaaatgtg
tgtgggtttg
gcattcttga
ttgcaaagag
ggcggggecea
gtttgggggt
cataatgtgg
aaaggggaac
gttttccaga
attttgaact
ctctctatat
atatgaccta
ctggcaaatc
cggacacgac
gcaacccact
ccatctgtgg
catgcaggga
gcattagtca
atgaaccaag
gtcctgecge
gcaaaccagt
gccaaaaaaa
attaatttga
caggggcagg
aaagttctgg
ctaatagtaa
atagcaggaa
attgggtctg

taagagggcc

ES 2368

accaatgtca
gaaagtttct
atccctgggt
ctggcagaag
tcggacacaa
cagtgcctgg
gaaattacac
gtgggcctca
cctgecagey
tagcctgect
cgccaagtct
atacacatcc
gcaagtccac
ccatggacgg
tgagtgactt
ccagtgttct
ggttgcacag
aaaaaaatgt
taatagccaa
tgtggtcaat
atgctaccat
ggttaagact
gaaaaacccce
aatgtcctga
ggggagaagg
aactagatcg
ctcectttgte
tgtgggctgg
tgcattactg

ccttgeggga

50

622 T3

tcacaagcgt
tgcectggttce
agggaagatc
cccatggaca
ctaagcacac
atgtttggtce
tgaaatcagt
tccaatcagt
gactgcgttt
ttggacttga
tcacgatcac
tgttgattct
tcctggagaa
aggagcctgg
ccctttcact
tgcctggaga
agtcggacac
aaaaaaacaa
aaaagtgaaa
gcatacgacg
gtggctaaat
ctgcattttc
accgtacact
attggcaaat
gaccacttaa
tggtgatggt
ttgggcactt
aagtgggagg
aggtcatacc

ggaaggaaga

ccttagaaga
gccagcaatg
ccctggaaga
gaggaggctg
acaagtacat
caacattatt
ggactctgag
cgaaggtgga
agatttcatc
actgtaéttc
gtgcgtcaat
gtttttccaa
ggcaatggca
taggctgcag
tttcactttc
atcccaggga
gactgaagtg
caacaacctt
acaaccaaat
gagtatcatc
cttgaaaacg
attgtgatet
aaatgaaaga
ccatggtgac
tgtgtctggg
tgcacaacat
tacccaataa
ctggatgatg
agaagatatc

aatgtggaag

gggaaggtca
caggagacag
ggaaatggca
atgggctacc
ggttaaagac
ctggatgttt
tagagccgac
agactgacct
tgcaagatga
tttccggeca
ttcttacact
gaaaccctga
ccctactcca
tccatggggt
atgcattgga
ctggggagcce
gtttagcagc
gcaagaaaat
gtccatcage
cagccgtgaa
gcatgctggg
tctgcaagtc
tgccagatat
agaaagtaaa
atctcctttg
tgtgagtgca
aacaagtgaa
tcccaagtat
aaggaattgc

ctggaggact

900

960
1020
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



tttatcaccg
ggacccacac
aatttgctgg
gagaaaaaaa
agaccgggcc
ggagtcgaag
cgggagccgg
ctcaggatgc
cctggggegce
gcccecgeag
ctgagctaca
caggtgtcct
ctcgaagcgce
gagttgggcc
ttcatgatgt
gtcagtatca
tactcctgece
aaagagccac
acctgcagcg
ctggccattg
tggtcatcac
gcggggcetgg
gtggtgggga
ctgtggagaa
gtaggggccec
gcattcccag
tccttttecat

cgatgtccte

<210> 44
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial
<220>

caggcgttag
agacctccaa
gtggctgaca
aaaaaaaaag
ctgggcccgg
agccgtcgte
aattctgggg
ggcttccecg
tgagcgcaga
cggggaccce
ataatctacg
ggtattggga
tccaagcettt
ctgacaatgt
ttgaccccaa
agtggacgca
cacaccggct
cctccatgeg
ccttcteett
gctctggtga
tcacagtcaa
cccagceecct
tcgtcategg
ggatgaggaa
tcctgeccac
caactgccga
gctgtgagac

cctctggatt

tgaccttttc
atttggcact
ttctcaagat
ccaaaagttt
ggtgtgccct
tctggacagg
c¢cgcagaggg
gcctcagecce
gaactatcgc
tgctttctgg
ggcgcaggct
gaaagagacc
aggcgaaggce
ctcggtgecg
gctgggcatc
gcagccagag
gctggggcat
cctgaaggcec
ctacccacct
gatagacatg
gagtggcgac
cacggtggag
cttattcctg
ggggctgeca
tceccggeetg
tcatccceccca
ctccgggaat

tctectectg

ES 2368 622 T3

ggatgggggyg
cggataatac
aagaaaatca
ctcgagagag
acagctgtag
atgtgagaga
aagggatcgc
tgggggctcg
tcgctccagt
gtttcggget
gagccctacg
atggatctga
cccttcacca
gtggccaagt
tgggatggtg
gcggtcaaca
ctggagaggg
cggcccggea
gagctgaagc
ggccccaacg
gagcaccact
ctggaatcac
ctcctgacag
gctccttgga
tccaaggatg
tcctggetgt
cctggtattt

tgatc

<223> Cebador sintético PCR especifico del exén 4 de bFcRn

51

cagacaagga
tgattctcaa
gggagcacca
gcagagacgg
gggcggggtt
ggaactgggg
ggctgccagt
gtctgctgcet
accacttcac
ggctggggcec
gcgegtgggt
ggaaccagga
tgcagggcct
ttgccctgaa
actggcctga
aggagaagac
gccggggcaa
gtcceggett
tgcgetttet
gcgacggctc
accgctgegt
cagccaggac
tggctgcggg
tctcttteeg
gtgaatctta
taccagctaa

ttgagcctcc

ggtaaggagg
ctttgtcatg
gtgcaagaga
acactcagcc
ggatattcct
tctccagtca
gagtctccca
cgtcctectg
cgccgtgteg
ccagcagtac
ctgggaaagc
gacgctcttc
gttgggctge
cggcgaggag
gtcccggact
cttcctectce
cctggagtgg
ctctgtgetce
gcggaacggyg
cttctacgece
ggtgcagcac
ctcggtgcca
aggagctctce
tggggaggat
ggataaaaat

tgtcctcagg

ggaaggagcc

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4235
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<400> 44

gaggcagatc acaggaggag 20
<210> 45

<211> 19

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador sintético PCR especifico de NEO
<400> 45

ggaattccca gtgaagggc 19
<210> 46

<211> 25

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador sintético PCR especifico de NEO
<400> 46

cgagcctgag attgtcaagt gtatt 25
<210> 47

<211> 17

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador sintético PCR especifico de FcRn

<400> 47

gggatgccac tgccctg 17
<210> 48

<211> 1645

<212> ADN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 48

52



ggggtctgca
ggagaggccc
tcacgcagtg
cccggggagyg
cgcagcatgg
cccgggaccee
gacccccatg
ctgagctaca
caggtgtect
ctggaagctc
gagctgggec
ttcatgagtt

atcagcacca

acctcctgcece
aaggagccge
acctgcagcg
atggcggccg
tgggcttcgce
gcggggcetge
gtggcgggea
gcgtggagga
agaacgctcc
tgacgccctg
acccctggaa
gcctcgeege
gtgctccagt
ctcctggetce

tcacaaatat
<210> 49
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

gtcacgggag
cgcecgeecgg
gcecggegegyg
ggcggggcgyg
ggcgeccecg
tggctgcagg
gggggactcc
gcaacaggcg
ggtactggga
tcgaagtgcet
cagacaacgc

tcgaccccaa

ggtggcagca

cccagecggcet
cctcecatgeg
ccttctectt
gctccggaga
tgtccgtgceg
cgcageccget
tcgttgtegg
ggaggagggg
tgccccaaga
ttccggetge
tccecggectce
ccccacgtcece
tgggggggcyg
tgccgtctaa

ttacgtaata
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caggtccggg
tcactcatta
cggccteege
ggtccgacag
gcttctgeec
gagccatctc
ctccttettt
gtcggaggcg
gaaagagacc
gggggaaggt
ctcggtgecec
gcagggcagce

gcaggccgag

gctggggceac
cctgaaggcce
ctacccgecg
gggcggettc
cagcggcgac
gtcggtggcg
cgtcctgetg
gctgccagec
cgagggcccce
tggtcgeccgg
tctgagcctce
acaccgcctg
ggggaggccyg
catgtaccca

cttect

ctgcggegcet
acccggecgce
agctccagcec
tcacgcgece
ggcgegetge
tcecteetgt
gtgteccgget
gagccctatg
gtggacctga
tcctacaccce
acagccaagt
tgggctgggg

gcggtcagcea

ctggagaggg
cggcccggcet
gagctgcagt
ggccccaacg
gagtaccgct
ctggattggce
ctggtggeeg
ccctgggtcet
caggacgtga
ccgaggcagc
caggagtcct
taacccgtgt
agggagtggg

cttttgtatt

53

ggggtggccg
tccegecgeg
ccggacccca
ctcccgecccce
gcctcctgct
accacatcac
ggctgggcce
gggcttggat
agaacaaaca
tgcagggccet
tcgccctgaa
agtggcccga

aggagagaac

gccgcggceaa
ctccecggett
tcggattcect
gcgacggcetc
acagctgegt
cagcccagtc
tggccgeggg
ttctccgtgg
gcgccttccc
cagctctctce
ggacccgtgce
gggcccccat
gtgggggcgc

ccaaggcatg

gccccgetcg
gggcgaaagt
ggcgcegggec
agctcggcca
ctgcctgett
ggccgtgacce
ccagcagtac
ctgggaaagc
gcagctcttt
gctgggetgt
cggtgaggac
ggcectgegg

cttcctgete

cctggagtgg
ctccgtgetce
ccggaatggg
cttctacgcee
ggtgcgcecac
ctcggtgacc
agctcccctg
ggacgacatc
ggccactgcc
gtgctgtgag
cccagggcect
cctettgttt

aagcccgggyg

tatttcccac

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

1645
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<220>

<223> Cebador sintético PCR especifico de rFcRn
<400> 49

gggactccct ccttctttgt 20
<210> 50

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador sintético PCR especifico de rFcRn
<400> 50

agcacttcga gagcttccag 20
<210> 51

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador sintético PCR especifico de RCN3
<400> 51

gacgccgaga cctacaagaa 20
<210> 52

<211>18

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador sintético PCR especifico de RCN3
<400> 52

catgtgcggg aactcctc 18
<210> 53

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

54
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<223> Cebador sintético PCR especifico de FCGRT
<400> 53

ctgaacggtg aggacttcat 20
<210> 54

<211> 19

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador sintético PCR especifico de FCGRT
<400> 54

gctccttcca ctccaggtt 19
<210> 55

<211> 18

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador sintético PCR especifico de RPS11
<400> 55

agatcggcga catcgtca 18
<210> 56

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador sintético PCR especifico de RPS11
<400> 56

tctggaactg cttcttggtg 20
<210> 57

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Cebador sintético PCR especifico de RPL13A

55
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<400> 57

catgaggtgg gctggaagta 20
<210> 58

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador sintético PCR especifico de RPL13A

<400> 58

tccggtagtg gatcttagcc 20

56
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REIVINDICACIONES

Método no terapéutico para desarrollar una respuesta inmune humoral potenciada, comprendiendo el método
la etapa de poner en contacto un animal transgénico (Tg) no humano con un antigeno de interés,
comprendiendo el animal Tg no humano un constructo genético, caracterizado porque dicho constructo
genético prevé la expresion de una secuencia de acido nucleico que codifica la cadena-a de la proténa de
FcRn, y caracterizado porque dicha secuencia de acido nucleico que codifica la cadena-a de la proténa de
FcRn se sobreexpresa, previendo asi el constructo genético la proteccién potenciada de la IgG contra la
degradacioén asi como la respuesta inmune humoral potenciada contra dicho antigeno en comparacién con un
animal de control no transgénico de la misma especie.

Método segun la reivindicacion 1, caracterizado porque dicho constructo genético prevé la expresion de una
secuencia de acido nucleico que codifica la cadena-a bovina de la profea de FcRn o codifica para una
cadena-a que tiene una identidad de secuencia de aproximadamente el 60% @snton la secuencia de la
proteina de FcRn bovino.
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