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DESCRIPCION
Anticuerpos humanos que se unen especificamente al TNF alfa
Campo de lainvencién
La presente invencion se refiere a anticuerpos humanos que se unen especificamente al TNF alfa.
Antecedentes de la tecnologia

La capacidad de clonar y reconstruir loci humanos del tamafo de megabases en los YAC (Yeast Artificial
Chromosome, cromosomas artificiales de levaduras) e introducirlos en la linea germinal de raton proporciona un
enfoque poderoso para dilucidar los componentes funcionales de loci muy grandes o toscamente mapeados, asi
como para generar modelos Utiles de enfermedades humanas. Ademas, la utilizaciéon de dicha tecnologia para la
sustitucion de loci de ratén con sus equivalentes humanos proporcionaria una comprensiéon excepcional de la
expresion y regulacion de productos génicos humanos durante el desarrollo, de su comunicacién con otros sistemas
y de su implicacién en la induccion y la evoluciéon de enfermedades.

Una aplicacion practica importante de dicha estrategia es la “humanizacion” del sistema inmune humoral de raton.
La introduccion de loci de inmunoglobulinas humanas (Ig) en ratones en los que se han inactivado los genes de Ig
endogenos ofrece la oportunidad de estudiar los mecanismos que subyacen a la expresion programada y al
ensamblaje de anticuerpos, asi como su papel en el desarrollo de células B. Ademas, dicha estrategia proporcionara
una fuente ideal para la produccion de anticuerpos monoclonales (Mab) completamente humanos, un hito importante
para hacer realidad la promesa de una terapia de anticuerpos en enfermedades humanas. Se espera que los
anticuerpos completamente humanos minimicen las respuestas inmunogénicas y alérgicas intrinsecas a Mab de
ratéon o derivatizados de raton y, por lo tanto, aumenten la eficacia y la seguridad de los anticuerpos administrados.
Puede esperarse que el uso de anticuerpos completamente humanos proporcione una ventaja sustancial en el
tratamiento de enfermedades humanas crénicas y recurrentes, tales como inflamacién, autoinmunidad y cancer, que
requieren administraciones de anticuerpos repetidas.

Un enfoque con este objetivo consisti6 en generar por ingenieria genética cepas de raton deficientes en la
produccién de anticuerpos de ratdn con grandes fragmentos de los loci de Ig humanas, esperando que dichos
ratones produjeran un gran repertorio de anticuerpos humanos en ausencia de anticuerpos de ratén. Los grandes
fragmentos de Ig humanas conservarian la muy variable diversidad génica, asi como la regulaciéon apropiada de la
produccién y expresion de anticuerpos. Aprovechando la maquinaria del ratdén para la diversificacion y seleccion de
anticuerpos y la ausencia de tolerancia inmunoldgica hacia proteinas humanas, el repertorio de anticuerpos
humanos reproducido en estas cepas de raton produciria anticuerpos de alta afinidad contra cualquier antigeno de
interés, incluyendo antigenos humanos. Usando la tecnologia de hibridomas, se podrian producir y seleccionar
facilmente Mab humanos especificos de antigeno con la especificidad deseada.

Esta estrategia general se demostré en relacion con la generacion de las primeras cepas de XenoMouse™, como se
publicaron en 1994. Véase Green et al. Nature Genetics 7: 13-21 (1994). Las cepas de XenoMouse™ se generaron
por ingenieria genética con fragmentos de configuracién de linea germinal de los loci de cadena pesada y de los loci
de cadena ligera kappa humanos del tamafo de 250 kb y 190 kb, respectivamente, que contenian las secuencias de
las regiones variable y constante del nucleo. idem. Los cromosomas artificiales de levaduras (YAC) que contienen Ig
humanas demostraron ser compatibles con el sistema del ratén tanto para la reorganizacién como para la expresion
de anticuerpos y eran capaces de sustituir a los genes de Ig de ratén inactivados. Esto se demostré por su
capacidad para inducir el desarrollo de células B y para producir un repertorio humano de tipo adulto de anticuerpos
completamente humanos y para generar Mab humanos especificos de antigeno. Estos resultados también sugerian
que la introduccion de mayores partes de los loci de Ilg humanas que contenian un mayor numero de genes V,
elementos reguladores adicionales y regiones constantes de Ig humanas podian recapitular sustancialmente el
repertorio completo que es caracteristico de la respuesta humoral humana a la infeccion y la inmunizacion.

Dicho enfoque se analiza y se describe adicionalmente en las solicitudes de patente de EEUU de n° de serie
07/466.008, presentada el 12 de enero de 1990, 07/610.515, presentada el 8 de noviembre de 1990, 07/919.297,
presentada el 24 de julio de 1992, 07/922.649, presentada el 30 de julio de 1992, 08/031.801, presentada el 15 de
marzo de 1993, 08/112.848, presentada el 27 de agosto de 1993, 08/234.145, presentada el 28 de abril de 1994,
08/376.279, presentada el 20 de enero de 1995, 08/430.938, presentada el 27 de abril de 1995, 08/464.584,
presentada el 5 de junio de 1995, 08/464.582, presentada el 5 de junio de 1995, 08/463.191, presentada el 5 de
junio de 1995, 08/462.837, presentada el 5 de junio de 1995, 08/486.853, presentada el 5 de junio de 1995,
08/486.857, presentada el 5 de junio de 1995, 08/486.859, presentada el 5 de junio de 1995, 08/462.513, presentada
el 5 de junio de 1995 y 08/724.752, presentada el 2 de octubre de 1996. Véanse también la patente europea n° EP 0
463 151 B1, concedida y publicada el 12 de junio 1996, la solicitud de patente internacional n® WO 94/02602,
publicada el 3 de febrero de 1994, la solicitud de patente internacional n® WO 96/34096, publicada el 31 de octubre
de 1996 y la solicitud PCT n° PCT/US96/05928, presentada el 29 de abril de 1996. El documento WO 96/33735
desvela anticuerpos humanos producidos por la administraciéon de un antigeno a un Xenoratén.
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En un enfoque alternativo, otros, incluyendo GenPharm International, Inc., han utilizado un enfoque de “minilocus”.
En el enfoque de minilocus, se mimetiza un locus de Ig exdgeno a través de la inclusion de trozos (genes
individuales) del locus de Ig. Por lo tanto, para la insercidén en un animal, en una construccion se forman uno o mas
genes Vy, uno o mas genes Dy, uno o mas genes Jy, una regién constante mu y una segunda region constante
(preferiblemente una region constante gamma). Este enfoque se describe en la patente de EEUU n° 5.545.807 de
Surani et al. y en las patentes de EEUU n° 5.545.806 y 5.625.825, ambas de Lonberg y Kay, y en las solicitudes de
patente de EEUU de GenPharm International de n°® de serie 07/574.748, presentada el 29 de agosto de 1990,
07/575.962, presentada el 31 de agosto de 1990, 07/810.279, presentada el 17 de diciembre de 1991, 07/853.408,
presentada el 18 de marzo de 1992, 07/904.068, presentada el 23 de junio de 1992, 07/990.860, presentada el 16
de diciembre de 1992, 08/053.131, presentada el 26 de abril de 1993, 08/096.762, presentada el 22 de julio de 1993,
08/155.301, presentada el 18 de noviembre de 1993, 08/161.739, presentada el 3 de diciembre de 1993,
08/165.699, presentada el 10 de diciembre de 1993, 08/209.741, presentada el 9 de marzo de 1994. Véanse
también las solicitudes de patente internacional n® WO 94/25585, publicada el 10 de noviembre de 1994, WO
93/12227, publicada el 24 de junio de 1993, WO 92/22645, publicada el 23 de diciembre de 1992 y WO 92/03918,
publicada el 19 de marzo de 1992. Véanse ademas Taylor et al., 1992, Chen et al., 1993, Tuaillon et al., 1993, Choi
et al.,, 1993, Lonberg et al., (1994), Taylor et al., (1994) y Tuaillon et al., (1995).

Los inventores de Surani et al., citada anteriormente y cedida al Medical Research Counsel (el “MRC”), produjeron
un ratén transgénico que poseia un locus de Ilg mediante el uso del enfoque del minilocus. Los inventores del trabajo
de GenPharm International, citado anteriormente, Lonberg y Kay, siguiendo el ejemplo de los presentes inventores,
propusieron la inactivacion del locus de Ig de raton endégeno junto con una duplicacion sustancial del trabajo de
Surani et al.

Una ventaja del enfoque del minilocus es la rapidez con la que pueden generarse construcciones que incluyan
partes del locus de Ig e introducirse en animales. Sin embargo, en igual medida, una desventaja significativa del
enfoque de minilocus es que, en teoria, se introduce una diversidad insuficiente a través de la inclusiéon de un
pequefio numero de genes V, D y J. De hecho, el trabajo publicado parece apoyar esta preocupacion. El desarrollo
de células B y la produccién de anticuerpos de los animales producidos usando el enfoque del minilocus parecian
atrofiados. Por lo tanto, los presentes inventores han insistido sistematicamente en la introduccion de grandes partes
del locus de Ig para conseguir una mayor diversidad y en un intento de reconstituir el repertorio inmune de los
animales.

Por consiguiente, seria deseable proporcionar animales transgénicos que contengan secuencias y una configuracion
de linea germinal mas completa del locus de Ig humana. Ademas, seria deseable proporcionar dicho locus en un
fondo knock out de Ig enddgena.

Sumario de lainvencién
La presente invencion se refiere a los siguientes puntos:

1. Un anticuerpo humano aislado que se une especificamente al TNFa humano, o una parte de unién al
antigeno de dicho anticuerpo, en el que dicho anticuerpo:

(a) reduce la unién del TNFa humano a un receptor del TNFo humano;
(b) comprende una cadena pesada de IgG2 humana;

(c) comprende una cadena ligera kappa humana; y

(d) se une al TNFa humano con:

(i) una KD menor de 2 X 1070 M;
(i) una Ko mayor de 0,5x 10° M S 0
(iii) una KD menor de 2 X 10™® M y una K, mayor de 0,5 x 10° M S

2. El anticuerpo o la parte de union al antigeno de acuerdo con el punto 1, en el que el anticuerpo o la parte
de unién al antigeno se une al TNFo con una KD menor de 2 X 107" M.

3. El anticuerpo o la parte de union al antigeno de acuerdo con el punto 1, en el que el anticuerpo o la parte
de union al antigeno se une al TNFa con una K, mayor de 0,5 x 106 M's™.

4. El anticuerpo o la parte de union al antigeno de acuerdo con el punto 3, en el que el anticuerpo o la parte
de union al antigeno se une al TNFa. con una KD de 1,89-8,06 X 107" M.

5. El anticuerpo o la parte de unién al antigeno de acuerdo con el punto 3, en el que el anticuerpo o la parte
de unidn al antigeno se une al TNFa con una KA de 1,2-5,3 X 10° M.
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6. El anticuerpo o la parte de union al antigeno de acuerdo con el punto 3, en el que el anticuerpo o la parte
de union al antigeno se une al TNFa con una KA de 1,2-3,9 X 10° M.

7. El anticuerpo o la parte de unién al antigeno de acuerdo con el punto 1, en el que el anticuerpo o la parte
de union al antigeno se une al TNFa con una KD menor de 2 X 107" My una K, mayor de 0,5 x 106 M7'sS™.

8. El anticuerpo o la parte de unién al antigeno de acuerdo con cualquiera de los puntos 3-7, en el que el
anticuerpo o la parte de unién al antigeno se une al TNFa con una K, de 1,6-2,9 x 10°M' s,

9. El anticuerpo o la parte de unién al antigeno de acuerdo con cualquiera de los puntos 3-7, en el que el
anticuerpo o la parte de unién al antigeno se une al TNFa con una Ka mayor de 2x 10°M7's™.

10. El anticuerpo o la parte de union al antigeno de acuerdo con cualquiera de los puntos 1-9, en el dicho
anticuerpo es monoclonal.

11. El uso del anticuerpo o la parte de unién al antigeno de cualquiera de los puntos 1 a 10 en la
preparacion de un medicamento.

12. El uso del anticuerpo o la parte de unién al antigeno de cualquiera de los puntos 1 a 10 en la
preparacion de un medicamento para el tratamiento de una enfermedad humana crénica o recurrente, tal
como inflamacion, autoinmunidad y cancer.

13. El anticuerpo o la parte de unién al antigeno de cualquiera de los puntos 1 a 10 para su uso como un
medicamento.

14. El anticuerpo o la parte de unién al antigeno de cualquiera de los puntos 1 a10 para su uso en el
tratamiento de una enfermedad humana crénica o recurrente tal como inflamacion, autoinmunidad y cancer.

15. Un método para reducir la union del TNFa. humano a un receptor del TNFa humano que comprende la
etapa de poner en contacto el TNFa humano con el anticuerpo o la parte de unién al antigeno de acuerdo
con cualquiera de los puntos 1 a 10.

16. Un método para producir el anticuerpo humano aislado de acuerdo con cualquiera de los puntos 1 a 10,
que comprende las etapas de:

(a) inmunizar un ratén transgénico capaz de expresar un anticuerpo completamente humano
contra un antigeno de interés con el TNFa humano: y
(b) aislar el anticuerpo humano.

17. Una célula que exprese anticuerpos derivados de un raton transgénico inmunizado por el método de
acuerdo con el punto 16.

18. La célula que expresa anticuerpos de acuerdo con el apartado 17, en el que dicha célula es una célula
inmortalizada.

19. Una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica uno o mas
polipéptidos seleccionados del grupo que consiste en:

(a) la cadena pesada del anticuerpo humano de acuerdo con cualquiera de los puntos 1-10;
(b) la cadena ligera del anticuerpo humano de acuerdo con cualquiera de los puntos 1-10; y
(c) una parte de union al antigeno de (a) o (b).

20. Un vector que comprende la molécula de acido nucleico de acuerdo con el punto 19.

21. Una célula hospedadora que comprende la molécula de acido nucleico de acuerdo con el punto 19 o el
vector de acuerdo con el punto 20.

22. La célula hospedadora de acuerdo con el punto 21, en el que la célula hospedadora comprende:

(a) una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de nucledtidos que codifica la
cadena pesada del anticuerpo de acuerdo con cualquiera de los puntos 1-10 o una parte de union
al antigeno del mismo; y

(b) una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de nucledtidos que codifica la
cadena ligera del anticuerpo de acuerdo con cualquiera de los puntos 1-10 o una parte de unién al
antigeno del mismo.
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23. Un método para producir el anticuerpo o la parte de unién al antigeno de acuerdo con cualquiera de los
puntos 1-10, que comprende las etapas de cultivar una célula hospedadora de acuerdo con el punto 22 y
recuperar el anticuerpo.

Breve descripcion de las figuras dibujadas

La Figura 1 es una representacion esquematica de los YAC de los loci de la cadena pesada humana y de la
cadena ligera kappa humana reconstruidos introducidos en ratones preferidos descritos en la presente
invencion. Los YAC que incluian los loci de la cadena pesada humana (1H, 2H, 3H y 4H) y la cadena ligera
kappa humana proximal (1K, 2K y 3K) se clonaron a partir de genotecas humanas de YAC. Se indican las
localizaciones de los diferentes YAC con respecto a los loci de Ilg humanas (tomadas de Cook y Tomlinson,
1995, y Cox et al., 1994), sus tamafios y las secuencias de no-lg (no se muestran a escala). Los YAC se
recombinaron en levaduras en un procedimiento de dos etapas (véase el apartado Materiales y Métodos)
para reconstruir los YAC de las cadenas pesada y ligera kappa humanas. Ademas, se modificé el yH2, el
YAC que contenia la cadena pesada humana, con una secuencia génica y. humana. El yK2 era el YAC que
contenia la cadena ligera kappa humana. Se indican los elementos del vector YAC: telomero A, centromero
e, marcadores de seleccion de mamiferos (HPRT, Neo) y de levaduras (TRP1, ADE2, LYS2, LEU2, URAS,
HIS3) en los brazos del vector YAC. Los segmentos V4 se clasifican como genes con fases de lectura abierta
e, pseudogenes o y genes no secuenciados o. Los segmentos V., se clasifican como genes con fases de
lectura abierta e y pseudogenes o. Se sefialan con (*) los genes V que se ha visto que utiliza el XenoMouse
1. La regién génica V4 contenida en yH2 se sefiala con flechas.

La Figura 2 es una serie de analisis de transferencia de Southern y caracterizaciones del YAC de la cadena
pesada humana, yH2, integrado en células ES y en cepas de XenoMouse. La Figura 2a es una serie de
analisis de transferencia de Southern de ADN (2 ng) digerido con EcoRI (a,c) y BamHI (b,d,e) preparado a
partir de la linea celular de linfoblastos B inmortalizados CGM1, procedente de la fuente de genoteca de YAC
de la Universidad de Washington (Brownstein et al., 1989), YAC yH2 (0,5 ng de YAC afadidos a 2 ug de ADN
3B1), E14TG.3B1 no modificadas (3B1) y lineas celulares ES que contienen yH2: L10, J9.2, L18, L17 y J17.
Las sondas que se usaron para la transferencia eran Vu1 (a), Dy (b) [el fragmento de 18 kb en el carril de
CGM1 representa los segmentos D en el cromosoma 16], Vi3 (c), Cu (d) y Ju (€) humanas. La Figuras 2b es
una serie de analisis de transferencia de Southern de ADN (10 pg) digerido con EcoRI (a-b) y BamHI (c-d)
que se prepararon a partir de colas de ratones de tipo silvestre (TS, 129xB57BL/6J), XM2A-1 y XM2A-2 (2
descendencias individuales) o a partir de las lineas celulares ES parentales que contienen yH2 L10 (cargado
en una cantidad ligeramente inferior con respecto a otras muestras), J9.2 y de la linea celular ES que
contiene yK2 J23.1. Las sondas que se usaron eran Vu1 (a) y Vu4 (b) humanas, y-2 humana (c) y potenciador
3’ de raton (d, la banda de 5 kb representa el fragmento potenciador 3° endégeno de ratén). Se indican los
tamafios de los fragmentos de los marcadores de peso molecular (en kb).

La Figura 3 es una serie de andlisis de transferencia de Southern que caracterizan al YAC de la cadena
ligera kappa humana, yK2, integrado en células ES y en cepas de XenoMouse 2A. La Figura 2a es una serie
de analisis de transferencia de Southern de ADN (2 pg) digerido con EcoRI (a, c, d) y BamHI (b, e) preparado
a partir de la linea celular CGM1 (Brownstein et al., 1998, anteriormente), YAC yK2 (0,5 ng de ADN de YAC
afiadidos a 2 pug de ADN de 3B1), E14TG.3B1 no modificadas (3B1) y de las lineas celulares ES que
contienen yK2: J23.1 y J23.7. Las sondas que se usaron eran Va (a), Kde (b), VI (c), VI (d) y C, (e)
humanas. La Figura 2b es una serie de analisis de transferencia de Southern de ADN (2 pg) digerido con
EcoRI que se prepard a partir de colas de ratones de tipo silvestre (TS, 129xB6), XM2A-1 y XM2A-2 (2
descendencias individuales) o a partir de las lineas celulares ES parentales que contienen yH2 L10 (cargado
en una cantidad ligeramente inferior con respecto a otras muestras), J9.2 y de la linea celular ES que
contiene yK2 J23.1. Las sondas que se usaron eran V.l (a), V. IV (b), VIV (c) humanas y potenciador 3’ de
raton (d). Se indican los tamafios de los fragmentos de los marcadores de peso molecular (en kb).

La Figura 4 muestra la reconstitucion de células B y la expresion en la superficie de cadenas p, 8 y «
humanas en células B obtenidas de XenoMouse y muestra analisis de citometria de flujo de linfocitos de
sangre periférica (Fig. 4a) y bazo (Fig. 4b) de ratones de tipo silvestre (TS), ratones con una doble
inactivacion (DI) y cepas de XenoMouse 2A-1 y 2A-2 (XM2A-1 y XM2A-2). Se realizé un andlisis de citometria
de flujo de cuatro colores usando anticuerpos contra el marcador B220, especifico de células B, junto con
anti p, 5 y x humanas o anti y, 8, k o A de ratén. El porcentaje de células tefiidas positivamente se muestra en
cada cuadrante. El aislamiento y la tincion de las células se realizaron como se describe en el apartado
Materiales y métodos. Después de la primera separacion de poblaciones B220'u' en la regién indicada se
determinaron poblaciones celulares de ' humana y A" de ratén. Después de la primera separacion de células
B220" se determinaron poblaciones de células p y &. Dentro de una regién o cuadrante se indica el
porcentaje de células positivas. Los perfiles de FACS que se muestran son representativos de varios
experimentos realizados en cada una de las cepas.

La Figura 5 muestran que los anticuerpos humanos obtenidos de XenoMouse bloquean la unién de sus
antigenos especificos a las células. La Figura 5a muestra la inhibicién de la unién de IL-8 marcada con [I125] a
neutréfilos humanos mediante el anticuerpo de ratéon anti-IL-8 humana (R&D Systems) (o) y los Mab
completamente humanos D1.1 (¢), K2.2 (e), K4.2 (A) y K4.3 (V). La unién de fondo de la IL-8 marcada con
[I125] en ausencia de anticuerpos fue de 2657 cpm. La Figura 5b muestra la inhibicién del EGF marcado con
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[I125] contra sus receptores en células A431 mediante anticuerpos de raton anti-EGFR humano 225y 528 (o y

V, respectivamente; Calbiochem)y los anticuerpos completamente humanos E1.1 (e), E2.4 (A), E2.5 (V) y
E2.11 (#). La union de fondo del [I"®JEGF en ausencia de anticuerpos fue de 1060 cpm. La Figura 5¢ muestra
la inhibicion de la union del TNF-a. marcado con [I125] contra sus receptores en células U937 mediante el
anticuerpo de raton anti-TNF-o humano (R&D Systems) (o) y los Mab completamente humanos T22.1 (),
T22.4 (o), T22.8 (A) y T22.9 (m). La union de fondo del [I125]TNF-a en ausencia de anticuerpos fue de 4010
cpm. El control, anticuerpo IgG, de mieloma humano (IX1).

La Figura 6 muestra el repertorio y la hipermutacion somatica en los Mab completamente humanos derivados
de XenoMouse. Se indican las secuencias de aminoacidos predichas de cuatro Mab 1gG.x humanos anti-IL-8
(Fig. 6a) y cuatro anti-EGFR (Fig. 6b), divididas en CDR1, CDR2 y CDR3 y las regiones constantes, C,2 y C,.
Se indican los genes D y J de cada anticuerpo. En negrita se indican las sustituciones de aminoacidos de las
secuencias de la linea germinal.

La Figura 7 es un diagrama esquematico del genoma de la cadena pesada humana y del genoma de la
cadena ligera kappa humana.

La Figura 8 es otro diagrama esquematico que muestra la construccion del YAC yH2 (de la cadena pesada
humana).

La Figura 9 es otro diagrama esquematico que muestra la construccién del YAC yK2 (de la cadena ligera
kappa humana).

La Figura 10 es otro diagrama esquematico que muestra la construccion del YAC yK2 (de la cadena ligera
kappa humana).

La Figura 11 muestra una serie de analisis de transferencia de Southern que demuestra la integracion intacta
del YAC yH2 (de la cadena pesada humana) en células ES y en el genoma de ratén. Con respecto a la Figura
2 se proporciona una discusion detallada.

La Figura 12 muestra una serie de analisis de transferencia de Southern que demuestra la integracion intacta
del YAC yK2 (de la cadena ligera kappa humana) en células ES y en el genoma de ratén. Con respecto a la
Figura 3 se proporciona una discusion detallada.

La Figura 13 muestra la reconstitucion de células B y la expresidon en la superficie de cadenas p, 8 y x
humanas y de cadenas A de raton en células B derivadas de XenoMouse y muestra analisis de citometria de
flujo de sangre periférica. Con respecto a la Figura 4 se proporcionan detalles adicionales.

La Figura 14 muestra los niveles de produccién de anticuerpos humanos por cepas de XenoMouse Il en
comparacion con la produccién de anticuerpos murinos por ratones de tipo silvestre.

La Figura 15 es un analisis del repertorio de transcritos de la cadena pesada humana expresados en cepas
de XenoMouse II.

La Figura 16 es un analisis del repertorio de transcritos de la cadena ligera kappa humana expresados en
cepas de XenoMouse Il.

La Figura 17 es otra representacion de la diversa utilizacion de genes Vy y Vk humanos que se ha observado
que utilizan cepas de XenoMouse Il

La Figura 18 muestra los titulos de produccion de anticuerpo humano en cepas de XenoMouse II.

La Figura 19 es una representacion de la utilizacién génica de anticuerpos anti-IL-8 derivados de cepas de
XenoMouse Il

La Figura 20 muestra las secuencias de aminoacidos de la cadena pesada de anticuerpos anti-IL-8 derivados
de cepas de XenoMouse II.

La Figura 21 muestra las secuencias de aminoacidos de la cadena ligera kappa de anticuerpos anti-IL-8
derivados de cepas de XenoMouse II.

La Figura 22 muestra el bloqueo de la unién de IL-8 a neutréfilos humanos por anticuerpos humanos anti-IL-8
derivados de cepas de XenoMouse II.

La Figura 23 muestra la inhibicion de la expresion de CD11b en neutréfilos humanos por anticuerpos
humanos anti-IL-8 derivados de cepas de XenoMouse Il

La Figura 24 muestra la inhibicion del flujo de entrada de calcio inducido por IL-8 por anticuerpos humanos
anti-IL-8 derivados de cepas de XenoMouse II.

La Figura 25 muestra la inhibicion de la quimiotaxis de RB/293 por IL-8 mediante anticuerpos humanos anti-
IL-8 derivados de cepas de XenoMouse II.

La Figura 26 es un diagrama esquematico de un modelo de conejo de inflamacién de la piel inducida por IL-8
humana.

La Figura 27 muestra la inhibicion de la inflamacion de la piel inducida por IL-8 humana en el modelo de
conejo de la Figura 26 por anticuerpos humanos anti-IL-8 derivados de cepas de XenoMouse I

La Figura 28 muestra la inhibicion de la angiogénesis de células endoteliales en un modelo del bolsillo
corneal en ratas mediante anticuerpos humanos anti-IL-8 derivados de cepas de XenoMouse II.

La Figura 29 es una representacion de la utilizacion génica de anticuerpos humanos anti-EGFR derivados de
cepas de XenoMouse Il.

La Figura 30 muestra secuencias de aminoacidos de la cadena pesada de anticuerpos humanos anti-EGFR
derivados de cepas de XenoMouse II.

La Figura 31 muestra el bloqueo de la unién del EGF a células A431 por anticuerpos humanos anti-EGFR
derivados de cepas de XenoMouse II.

La Figura 32 muestra la inhibicion de la union del EGF a células SW948 por anticuerpos humanos anti-EGFR
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derivados de cepas de XenoMouse II.

La Figura 33 muestra que los anticuerpos humanos anti-EGFR derivados de cepas de XenoMouse Il inhiben
el crecimiento de células SW948 in vitro.

La Figura 34 muestra la inhibicion de la union del TNF-a a células U937 usando anticuerpos humanos anti-
TNF-o derivados de cepas de XenoMouse |I.

La Figura 35 muestra secuencias de aminoacidos de la cadena ligera kappa de anticuerpos humanos anti-
EGFR derivados de cepas de XenoMouse Il.

Descripcion detallada de las realizaciones preferidas

En este documento se describe la generacion y la caracterizacion de diversas cepas de ratones que contienen
sustancialmente loci de I|g humanas del tamafio de megabases de configuracion de linea germinal. Se proporciona la
primera demostracion de una reconstruccién de los grandes y complejos loci de las Ig humanas en los YAC y la
introduccion con éxito de los YAC del tamafio de megabases en ratones para reemplazar funcionalmente a los loci
de ratdn correspondientes.

Cepas de ratén

En este documento se describen y/o utilizan las siguientes cepas de raton:

Cepa con doble inactivacion (DI): La cepa de ratones DI son ratones que no producen Ig endégenas funcionales
de ratén. Preferentemente, los ratones DI poseen una regiéon Jy de raton inactivada y una region Ck de ratdn
inactivada. La construccion de esta cepa se describe ampliamente en otro sitio. Por ejemplo, las técnicas utilizadas
para la generacion de las cepas DI se describen con detalle en las solicitudes de patente de EEUU de n° de serie
07/466.008, presentada el 12 de enero de 1990, 07/610.515, presentada el 8 de noviembre de 1990, 07/919.297,
presentada el 24 de julio de 1992, 08/031.801, presentada el 15 de marzo de 1993, 08/112.848, presentada el 27 de
agosto de 1993, 08/234.145, presentada el 28 de abril de 1994, 08/724.752, presentada el 2 de octubre de 1996.
Véanse también la patente europea n° EP 0 463 151 B1, concedida y publicada el 12 de junio 1996, la solicitud de
patente internacional n® WO 94/02602, publicada el 3 de febrero de 1994, la solicitud de patente internacional n® WO
96/34096, publicada el 31 de octubre de 1996 y la solicitud PCT n® PCT/US96/05928, presentada el 29 de abril de
1996. Se ha observado y publicado que los ratones DI poseen un desarrollo de células B muy inmaduro. Los ratones
no producen células B maduras, solamente células pro-B.

Cepa XenoMouse I: El disefio, la construccion y el analisis de la cepa XenoMouse | se analiza con detalle en Green
et al., Nature Genetics, 7: 13-21 (1994). Dichos ratones producian anticuerpos IgMk contra un fondo DI. Los ratones
demostraron una funcion de células B mejorada en comparacién con la cepa DI de ratones que presentaban un
escaso o ningun desarrollo de células B. Aunque las cepas de XenoMouse | de ratones eran capaces de producir
una respuesta inmune considerable frente a una exposicién antigénica, parecian ineficaces en su produccién de
células B y poseian una respuesta limitada contra antigenos diferentes, que aparentemente estaba relacionada con
su limitado repertorio de genes V.

Cepa L6: La cepa L6 consiste en ratones que producen anticuerpos IgMk contra un fondo DI de Ig endégena de
ratéon. Los ratones L6 contienen una cadena pesada humana insertada y una cadena ligera kappa humana
insertada. La cepa L6 se genera mediante el cruce de un ratén que contiene un inserto de la cadena pesada contra
un fondo con una doble inactivacion (L6H) y un ratén que tiene un inserto de la cadena ligera kappa contra un fondo
con una doble inactivacion (L6L). El inserto de la cadena pesada comprende un inserto de ADN humano intacto de
aproximadamente 970 kb de un YAC que contiene aproximadamente 66 segmentos Vu, que comienzan en el Vy6-1
y terminan en el Vu3-65, e incluye los grupos principales de genes D (aproximadamente 32), genes Ju (6), el
potenciador intrénico (Em), Cu y hasta aproximadamente 25 kb por delante de C3 en una configuracion de linea
germinal. El inserto de la cadena ligera comprende un inserto de ADN humano intacto de aproximadamente 800 kb
de un YAC que contiene aproximadamente 32 genes V, que comienzan en V g3 y terminan en V,.op11. El inserto de
800 kb contiene una delecion de aproximadamente 100 kb, que comienza en el V,.,.13 ¥ termina en el V. ,.5. Sin
embargo, el ADN esta en una configuraciéon de linea germinal desde V,.,.13 hasta 100 kb por delante de V,.op1 ¥y
también contiene los genes J,, los potenciadores 3’ e intronicos, el gen constante C, y Kde. Los ratones L6H y L6L
han demostrado tener acceso al abanico completo de los genes variables incorporados en su genoma. Se espera
que los ratones L6 accedan de forma similar al abanico completo de genes variables en su genoma. Por lo tanto, los
ratones L6 presentaran una expresion predominante de cadena ligera kappa humana, una gran poblacion de células
B maduras y niveles normales de anticuerpos IgM humanos. Dichos ratones produciran una respuesta enérgica de
anticuerpos humanos contra multiples inmundgenos, produciendo en ultima instancia Mab completamente humanos
especificos de antigeno con afinidades subnanomolares.

Cepa XenoMouse lla: Los ratones XenoMouse lla representan la segunda generacion de cepas XenoMouse™,
provistos de loci de Ig humanas del tamafio de megabases de configuracion de linea germinal contra un fondo DI, de
tal modo que los ratones no producen Ig enddgena funcional. Basicamente, los ratones son equivalentes en
construccion a los de la cepa L6, pero incluyen ademas el gen y2 humano con sus secuencias reguladoras y de
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cambio de clase completas y el potenciador 3’ de ratén en cis. Los ratones contienen los loci de una cadena pesada
de aproximadamente 1020 kb y de una cadena ligera kappa de aproximadamente 800 kb, reconstruidos en YAC,
que incluyen la mayoria de los genes de las regiones variables humanas, incluyendo los genes de la cadena pesada
(aproximadamente 66 Vy) y los genes de la cadena ligera kappa (aproximadamente 32 V,), los genes de la region
constante de la cadena pesada humana (u, 3 y y) y los genes de la region constante kappa (C,) y todos los
elementos reguladores principales identificados. Estos ratones han demostrado tener acceso al abanico completo de
los genes variables incorporados en su genoma. Ademas, presentan un cambio de clase y una hipermutacion
somatica eficaces, una expresion predominante de la cadena ligera kappa humana, una gran poblaciéon de células B
maduras y niveles normales de anticuerpos humanos IgM, e 1gG,. Dichos ratones producen una respuesta enérgica
de anticuerpos humanos contra mdultiples inmundgenos, incluyendo la IL-8 humana, el receptor del EGF humano
(EGFR) y el factor de necrosis tumoral-o. humano (TNF-a), produciendo en ultima instancia Mab completamente
humanos especificos de antigeno con afinidades subnanomolares. Este ultimo resultado demuestra de forma
concluyente que XenoMouse™ es una fuente excelente para el aislamiento rapido de Mab terapéuticos
completamente humanos, de alta afinidad, contra una amplia variedad de antigenos con cualquier especificidad
deseada.

Como se apreciara a partir de la introduccion anterior, parece que la cepa XenoMouse Il experimenta un desarrollo
de células B maduras y produce fuertes respuestas inmunes de tipo humano adulto frente a la exposicién antigénica.
La cepa L6, como se predice a partir de los datos con respecto a los ratones L6L y L6H, también parece
experimentar un desarrollo de células B maduras y producir fuertes respuestas inmunes de tipo humano adulto
frente a la exposiciéon antigénica. Cuando se comparan ratones DI con cepas de XenoMouse | y se comparan cepas
DI y de XenoMouse | con cepas de L6 y de XenoMouse Il, se observa un perfil de desarrollo de células B
notablemente diferente. Debido a esta diferencia, parece que la cantidad y/o calidad de secuencias de la region
variable introducidas en los animales son esenciales en la inducciéon de la maduracion y el desarrollo de células B y
en la generacion de una respuesta inmune de tipo humano adulto. Por lo tanto, ademas del uso evidente de las
cepas en la generacion de anticuerpos humanos, las cepas proporcionan una herramienta valiosa para el estudio de
la naturaleza de los anticuerpos humanos en la respuesta inmune normal, asi como en la respuesta anormal
caracteristica de enfermedades autoinmunes y otros trastornos.

Reqgién variable — Diversidad cuantitativa

Se prevé que la especificidad de los anticuerpos (es decir, la capacidad para generar anticuerpos contra un amplio
abanico de antigenos y, de hecho, contra un amplio abanico de epitopos independientes en los mismos) es
dependiente de los genes de la region variable del genoma de la cadena pesada (Vu) y de la cadena ligera kappa
(V). El genoma de la cadena pesada humana incluye aproximadamente 95 genes funcionales que codifican
regiones variables de la cadena pesada humana de moléculas de inmunoglobulina. Ademas, el genoma de la
cadena ligera humana incluye aproximadamente 40 genes en su extremo proximal que codifican regiones variables
de la cadena ligera kappa humana de moléculas de inmunoglobulina. Se ha demostrado que la especificidad de los
anticuerpos puede mejorarse a través de la inclusion de multiples genes que codifican cadenas variables pesada y
ligera.

En la presente invencion se describen ratones transgénicos que tienen una parte sustancial del locus de Ig humana
que incluye, preferiblemente, tanto un locus de la cadena pesada humana como un locus de la cadena ligera kappa
humana. En realizaciones preferidas, por lo tanto, se utilizan mas del 10% de los genes Vy y V., humanos. Mas
preferiblemente, se utilizan mas de aproximadamente el 20%, 30%, 40%, 50%, 60% o incluso el 70% de los genes
Vu y V.. En una realizacién preferida, se utilizan construcciones que incluyen 32 genes de la region proximal del
genoma de la cadena ligera V, y se utilizan 66 genes de la porciéon Vy del genoma. Como se apreciara, los genes
pueden incluirse de forma secuencial, es decir, en el orden en el que se encuentran en el genoma humano, o fuera
de secuencia, es decir, en un orden distinto del que se encuentran en el genoma humano, o en una combinacién de
los mismos. Por lo tanto, a modo de ejemplo, puede utilizarse una parte completamente secuencial del genoma de
Vu o de V., o se pueden saltar diversos genes V en el genoma Vy o0 de V, mientras se mantiene una organizacion
secuencial de conjunto, o los genes V pueden reorganizarse dentro del genoma de Vy o de V. y similares. En una
realizacion preferida, el locus completo insertado se proporciona sustancialmente en una configuraciéon de linea
germinal, como se encuentra en seres humanos. En cualquier caso, se espera, y los resultados que se escriben en
este documento demuestran, que la inclusién de un orden variado de genes del genoma de V4 y de V, conduce a
una mayor especificidad de anticuerpos y, en ultima instancia, a mayores afinidades de anticuerpos.

Ademas, preferiblemente, dichos ratones incluyen la region Dy completa, la region Jy completa, la region constante
mu humana y, ademas, pueden estar provistos de otras regiones constantes humanas para la codificacion y la
generacion de isotipos adicionales de anticuerpos. Dichos isotipos pueden incluir genes que codifican y1, y2, 3, 74, @,
ey 6 y otros genes que codifican la region constante con secuencias reguladoras y de cambio de clase apropiadas.
Como se apreciara, y como se analiza con mas detalle a continuacion, pueden utilizarse de forma apropiada una
diversidad de secuencias reguladoras y de cambio de clase junto con cualquier seleccion de region constante en
particular.
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La siguiente Tabla indica la diversidad de combinaciones de anticuerpos que son posibles en seres humanos,
basandose estrictamente en la unién aleatoria de V-D-J y en la combinacién con cadenas ligeras kappa, sin tener en
consideracion acontecimientos de adicién de N o de mutacidén somatica. En base a estas consideraciones, hay mas
de 3,8 millones de combinaciones de anticuerpos posibles en seres humanos, de cualquier isotipo en particular.

TABLA |
Regién Cadena pesada | Cadena ligera Kappa
Variable “V” -95 40
De diversidad “D” >32 -
De union “J” 6 5
Combinaciones (VxDxJ) 18,240 200
Combinaciones totales (Combinaciones HC x Combinaciones LC) 3,65x10°

A través de la inclusion de aproximadamente 66 genes V4 y 32 genes V.. en un ratén con una dotacion completa de
genes Dy, Ju ¥y Jk, la posible diversidad de la produccion de anticuerpos es del orden de 2,03 x 10° anticuerpos
diferentes. Como se ha indicado anteriormente, dicho calculo no tiene en cuenta los acontecimientos de adiciones
de nucledtidos N-terminales o de mutacion somatica. Por lo tanto, se apreciara que los ratones descritos en la
presente invencion, tales como las cepas de L6 y de XenoMouse I, ofrecen una diversidad de anticuerpos
considerable. Preferentemente, se disefian ratones que puedan producir mas de 1 x 10® combinaciones V-D-J de la
cadena pesada y combinaciones V-J de la cadena ligera kappa diferentes, sin tener en cuenta los acontecimientos
de adiciones de nucleétidos N-terminales o de mutacién somatica.

Regién variable — Diversidad cualitativa

Ademas de la diversidad cuantitativa, la seleccion cuantitativa de genes V (es decir, de un gran y variado niumero de
genes V) y/o la seleccion cualitativa de genes V (es decir, seleccion de genes V en particular) parece desempefar
un papel en lo que se denomina en este documento como “diversidad cualitativa”. La diversidad cualitativa, como se
usa en este documento, se refiere a la diversidad de reorganizaciones V-D-J en las que se introducen
acontecimientos de mutacion somatica y/o de diversidad de la union. Durante la reorganizacion de la cadena
pesada, ciertas enzimas (RAG-1, RAG-2 y posiblemente otras) son responsables de cortar el ADN que representa
las regiones codificantes de los genes de anticuerpos. La actividad de la desoxinucleotidil transferasa terminal (Tdt)
esta regulada positivamente, siendo responsable de las adiciones de nucleétidos N-terminales entre los segmentos
génicos V-D y D-J. Enzimas similares y otras (SCID y otras enzimas de reparacion del ADN) son responsables de la
delecidon que se produce en las uniones de estos segmentos codificantes. Con respecto a la diversidad de la unién,
tanto los acontecimientos de adicion de N-nucledtidos como la formacidon de la regidon determinante de
complementariedad 3 (CDR3) se incluyen dentro de esta expresién. Como se apreciara, la CDR3 esta localizada
sobre la regién D e incluye los acontecimientos de las uniones V-D y D-J. Por lo tanto, las adiciones y deleciones de
N-nucledtidos, durante tanto la reorganizacion de D-J como la reorganizacion de V-D, son responsables de la
diversidad de CDR3.

Se ha demostrado que existen ciertas diferencias entre las diversidades de la unién murinas y humanas. En
particular, algunos investigadores han publicado que las longitudes de adicién de N-nucleétidos y las longitudes de
CDR3 murinas son generalmente mas cortas que las longitudes de adiciéon de N-nucleétidos y las longitudes de
CDR3 humanas tipicas. Dichos grupos han publicado que, en seres humanos, se observan tipicamente adiciones de
N-nucleétidos de aproximadamente 7,7 bases de longitud de media. Yamada et al. (1991). Las adiciones de N-
nucleétidos de tipo raton son mas frecuentemente del orden de aproximadamente 3 bases de longitud de media.
Feeney et al. (1990). De forma similar, las longitudes de CDR3 de tipo humano son mayores que las de CDR3 de
tipo raton. En el hombre, son comunes longitudes de CDRS3 de entre 2 y 25 restos, con una media de 14 restos. En
ratones, algunos grupos han publicado longitudes medias de CDR3 mas cortas.

La diversidad de la uniéon generada por adiciones de N-nucleétidos y adiciones de CDR3 desempefia un claro papel
en el desarrollo de la especificidad de anticuerpos.

Se describen secuencias génicas V-D-J reorganizadas que muestran longitudes de adicion de N-nucledtidos que
son comparables a las longitudes de adicion de N-nucleétidos esperadas en seres humanos adultos. Ademas, las
secuencias de aminoacidos sobre la fase de lectura abierta (ORF) que se corresponde con las secuencias CDR3
muestran longitudes de CDR3 que son comparables a las longitudes de CDR3 esperadas en seres humanos
adultos. Dichos datos son indicativos de que la diversidad cuantitativa de la region variable y/o la diversidad
cualitativa de la region variable dan como resultado una diversidad de la unién de tipo humano. Se espera que dicha
diversidad de la unién conduzca a una especificidad de anticuerpos de tipo mas humano.

Reqgién variable — Afinidades

Aunque no se ha demostrado de forma concluyente una relacion causal directa entre la mayor inclusién de regiones
variables y la especificidad de anticuerpos, parece y se espera que, a través del suministro de dicha diversidad, sea
posible y se mejore la capacidad del ratéon para producir una respuesta inmune contra una amplia coleccién de
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antigenos. Ademas, dichos ratones parecen estar mas preparados para producir respuestas inmunes contra una
amplia coleccién de epitopos sobre antigenos o inmunoégenos individuales. A partir de los presentes datos, también
parece que los anticuerpos producidos de acuerdo con la presente invencion poseen afinidades mejoradas. Dichos
datos incluyen comparaciones entre ratones de acuerdo con la invencion y cepas de XenoMouse |, asi como la
consideracion de los resultados publicados por GenPharm International y por el MRC. Con respecto a las cepas de
XenoMouse |, como se ha mencionado anteriormente, dichos ratones poseen una produccioén ineficaz de células B y
una respuesta limitada contra diferentes antigenos. Dicho resultado parecia estar relacionado, en parte, con el
limitado repertorio de genes V. De forma similar, los resultados publicados por GenPharm International y por el MRC
indican una respuesta limitada contra diversos antigenos.

Sin desear quedar ligada a una teoria 0 modo de funcionamiento en particular de la invencién, se entendera que las
afinidades mejoradas parecen ser el resultado del suministro de un gran ndmero de regiones V. A partir de los
presentes datos, el suministro de un gran numero de y/o la seleccion de calidades de secuencias de genes V,
potencia la diversidad de la unién (adiciones de N-nucleétidos y formacion de diversidad de la regién determinante
de complementariedad 3 (“CDR3”)), que es tipica de una respuesta inmune de tipo humano adulto y que desempefia
un papel importante en la maduracién de afinidad de los anticuerpos. También puede ser que dichos anticuerpos
sean mas eficaces y eficientes en acontecimientos de mutacién somatica que conducen a afinidades mejoradas.
Cada uno de los acontecimientos de diversidad de la unién y de mutacion somatica se analizan con mas detalle a
continuacion.

Con respecto a las afinidades, los indices y las constantes de afinidad de anticuerpos que se obtienen mediante la
utilizaciéon de multiples genes Vu y V. (es decir, el uso de 32 genes de la regién proximal del genoma de Ia cadena
ligera V. y 66 genes de la porC|on Vu del genoma) dan como resultado |nd|ces de asociacion (ka en M s ) de mas
de aproximadamente 0,50 x 10 , preferiblemente de mas de 200 x 10 y, mas preferiblemente, de mas de
aproximadamente 4,00 x 10°®; indices de disociacion (kd en s ) de menos de aproximadamente 1,00 x 10
preferiblemente de menos de 2,00 x 10 y, mas preferiblemente, de menos de aproximadamente 4,00 x 10 y
constantes de disociacion (en M) de menos de aproximadamente 1 00 x 1077, preferiblemente de menos de 2, 00 X
107° y, mas preferiblemente, de menos de aproximadamente 4,00 x 10°™"°

Preferiblemente, dichos ratones ademas no producen inmunoglobulinas endégenas funcionales. Esto se consigue,
por ejemplo, a través de la inactivacion (o knocking out) de loci endégenos de las cadenas pesada y ligera. Por
ejemplo, se inactivan la region J de la cadena pesada de ratén y la regién J y la region C,. de la cadena ligera kappa
de raton a través de la utilizacién de vectores de recombinacion homoéloga que reemplazan o delecionan la region.

Regién variable — Desarrollo de células B

El desarrollo de células B se revisa en Klaus B Lymphocytes (IRL Press (1990)) y en los Capitulos 1-3 de
Immunoglobulin Genes (Academic Press Ltd. (1989)). Generalmente, en mamiferos, el desarrollo de células
sanguineas, incluyendo linfocitos de células B y T, tiene su origen en una célula madre pluripotente comun.
Después, los linfocitos evolucionan a partir de una célula progenitora linfoide comun. Después de un periodo
gestacional temprano, la generacion de células B cambia del higado a la medula ésea, donde permanece durante
toda la vida del mamifero.

En el ciclo vital de una célula B, generalmente la primera célula reconocible es una célula pro-pre-B que se
encuentra en la médula ésea. Dicha célula ha comenzado con la reorganizacién V-D-J de la cadena pesada, pero
todavia no produce proteinas. Después, la célula evoluciona a una gran célula pre-B | que se divide rapidamente y
que es una célula p citoplasmatica. Después, esta célula pre-B | deja de dividirse, se encoje y experimenta una
reorganizacion V-J de la cadena ligera, convirtiéndose en una célula pre-B |l que expresa IgM en la superficie y que
abandona la médula como células B inmaduras. La mayoria de las células B inmaduras emergentes contindan
desarrollandose y produciendo IgD en la superficie, indicativa de su finalizacién de la diferenciacién y del desarrollo
como células B periféricas inmunocompetentes completamente maduras, que residen principalmente en el bazo. Sin
embargo, es posible eliminar la regién constante delta y aun asi obtener células inmunocompetentes.

La diferenciacién y el desarrollo de células B pueden controlarse y/o rastrearse mediante el uso de marcadores de
superficie. Por ejemplo, el antigeno B220 se expresa con relativa abundancia en células B maduras en comparacion
con células pre-B | o Il. Por lo tanto, para determinar la presencia de células B maduras, pueden utilizarse células
que son B220" e IgM" de superficie (u). Ademas, las células pueden explorarse para determinar la expresion de IgD
de superficie (8%). Otro antigeno, un antigeno termoestable, se expresa en células pre-B Il en su transicién hacia la
periferia (es decir, a medida que se vuelven u y/o u, §).
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TABLA I
Médula dsea Bazo

Marcador célula pro-pre- | célulapre-B1 | célula pre-B Il célula B célula B
B célula B emergente inmadura madura

B220 - - + + ++

HSA - - + + -

u - - + + +

&* - - - - +

* Asumiendo la presencia de una copia funcional del gen Cd en el transgén.

Usando marcadores de células B, tales como los mencionados anteriormente, puede controlarse y evaluarse el
desarrollo y la diferenciacion de células B.

Se ha demostrado anteriormente que los ratones DI (ratones que no experimentan la reorganizaciéon V-D-J de la
cadena pesada ni la reorganizacion V-J de la cadena ligera) no producen células B maduras. De hecho, dichos
ratones detienen la produccion de células pro-pre-B y las células B nunca se movilizan desde la medula 6sea hasta
los tejidos periféricos, incluyendo el bazo. Por lo tanto, se detiene completamente tanto el desarrollo de células B
como la produccion de anticuerpos. Se observa el mismo resultado en ratones que sélo tienen inactivada la cadena
pesada; el desarrollo y la diferenciacion de células B se detiene en la médula ésea.

La presente cepa de XenoMouse | producia células B funcionales algo maduras. Sin embargo, el numero de células
B, tanto en la medula 6sea como en los tejidos periféricos, se redujo significativamente con respecto a los ratones de
tipo silvestre.

Por el contrario, las cepas de XenoMouse Il y las cepas de L6 de la presente invencién, poseian inesperadamente
una reconstitucion de células B casi completa. Por lo tanto, se ha demostrado que a través de la inclusion
cuantitativa o cualitativa de genes de la region variable puede reconstituirse enormemente la diferenciacion y el
desarrollo de células B. La reconstitucién de la diferenciacion y del desarrollo de células B es indicativa de la
reconstitucion del sistema inmune. En general, la reconstitucion de células B se compara con controles de tipo
silvestre. Por lo tanto, preferentemente, poblaciones de ratones que tienen regiones variables humanas insertadas
poseen mas de aproximadamente el 50% de la funcién de células B en comparacién con poblaciones de ratones de
tipo silvestre.

Ademas, es interesante sefalar que la produccién de anticuerpos humanos mejor que anticuerpos de raton esta
sustancialmente aumentada en ratones que tienen un fondo knock out de Ig endégena. Es decir, que los ratones que
contienen un locus de Ig humana y un locus endégeno de Ig de la cadena pesada funcionalmente inactivado
producen anticuerpos humanos en una cantidad de aproximadamente 100 a 1000 veces tan eficazmente como los
ratones que soélo contienen un locus Ilg humana y que no tienen inactivado el locus endégeno.

Cambio de isotipo

Como se analiza en detalle en este documento, y como se esperaba, los ratones XenoMouse |l experimentan un
cambio de isotipo eficaz y eficiente desde el isotipo mu codificado por el transgén humano hasta el isotipo gamma 2
codificado por el transgén. También se han desarrollado cepas de XenoMouse Il que contienen y codifican la region
constante gamma 4 humana. Como se ha mencionado anteriormente, los ratones descritos en la presente invencion
pueden estar provistos también de otras regiones constantes humanas para la generacion de isotipos adicionales.
Dichos isotipos pueden incluir genes que codifican y1, y2, v3, v4, o, & & y otros genes que codifican la region
constante. Pueden incluirse regiones constantes alternativas en el mismo transgén, es decir, cadena debajo de la
regién constante mu humana o, como alternativa, dichas otras regiones constantes pueden incluirse en otro
cromosoma. Se apreciara que, cuando se incluyen dichas otras regiones constantes en el mismo cromosoma, como
el cromosoma que incluye el transgén que codifica la regién constante mu humana, puede efectuarse el cambio cis
al otro isotipo o isotipos. Por otro lado, cuando dicha otra regidn constante se incluye en un cromosoma diferente del
cromosoma que contiene el transgén que codifica la regiéon constante mu, puede efectuarse el cambio trans al otro
isotipo o isotipos. Dichas reorganizaciones permiten una gran flexibilidad en el disefio y la construccion de ratones
para la generacion de anticuerpos contra una amplia coleccion de antigenos.

Se apreciara que las regiones constantes tienen secuencias reguladoras y de cambio de clase conocidas con las
que estan asociadas. En 1989 ya se habian secuenciado y publicado todos los genes de la regién constante murina
y humana. Véase Honjo et al. “Constant Region Genes of the Immunoglobulin Heavy Chain and the Molecular
Mechanism of Class Switching” en Immunoglobulin Genes (Honjo et al. eds., Academic Press (1989)). Por ejemplo,
en la solicitud de patente de EEUU de n° de serie 07/574.748, se predijo la clonacion de la region constante gamma
1 humana en base a la informacion de secuencia conocida de la técnica anterior. Se describié que, en el gen no
reorganizado y no cambiado, la regiéon de cambio de clase completa se incluia en una secuencia que comenzaba a
menos de 5 kb del extremo 5’ del primer exdn constante y-1. Por lo tanto, la region de cambio de clase también
estaba incluida en el fragmento Hindlll 5’ de 5,3 kb que se describié en Ellison et al., Nucleic Acids Res. 10: 4071-
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4079 (1982). De forma similar, Takahashi et al. Cell 29: 671-679 (1982) también publicaron que el fragmento descrito
por Ellison contenia la secuencia de cambio de clase y que este fragmento, junto con el fragmento de Hindlll a
BamHI de 7,7 kb, debe incluir todas las secuencias necesarias para la construccion del transgén de cambio de
isotipo de la cadena pesada.

Por lo tanto, se apreciara que cualquier region constante humana de eleccién puede incorporarse facilmente, sin
excesiva experimentacion, en los ratones descritos en la invencion. Dichas regiones constantes pueden asociarse
con sus secuencias de cambio de clase nativas (es decir, una region constante vy1, 2, 3 64 humana con una de cambio
de clase y1, 2, 304 humana, respectivamente) o pueden asociarse con otras secuencias de cambio de clase (es decir,
una region constante ys humana con una de cambio de clase y2 humana). También pueden utilizarse diversas
secuencias potenciadoras 3’, tales como de raton, ser humano o rata, por nombrar algunas. De forma similar,
también pueden incluirse otras secuencias reguladoras.

Como alternativa a, y/o ademas del cambio de isotipo in vivo, las células B pueden seleccionarse por la secrecion de
anticuerpos “quiméricos”. Por ejemplo, los ratones L6, ademas de producir anticuerpos IgM completamente
humanos, producen anticuerpos que tienen regiones V, D y J de la cadena pesada completamente humanas
acopladas con regiones constantes de ratén, tales como una diversidad de gammas (es decir, IgG1, 2, 3 y 4 de
raton) y similares. Dichos anticuerpos son muy utiles por méritos propios. Por ejemplo, en los anticuerpos pueden
incluirse regiones constantes humanas mediante técnicas de cambio de isotipo in vitro bien conocidas en la materia.
Como alternativa, y/o ademas, pueden prepararse fragmentos (es decir, fragmentos F(ab) y F(ab’)2) de dichos
anticuerpos que contienen escasas 0 ninguna region constante de raton.

Como se ha analizado anteriormente, el factor mas critico en la produccién de anticuerpos es la especificidad contra
un antigeno o un epitopo sobre un antigeno deseado. Por lo tanto, la clase del anticuerpo se hace importante de
acuerdo con la necesidad terapéutica. En otras palabras, ;se mejorara el indice terapéutico de un anticuerpo
proporcionando una clase o isotipo en particular? La consideracion de esta pregunta plantea cuestiones de fijacion
del complemento y similares, que después dirigen la seleccion de la clase o isotipo en particular de anticuerpo. Las
regiones constantes gamma ayudan en la maduraciéon de la afinidad de los anticuerpos. Sin embargo, para
conseguir dicha maduracion no se requiere la inclusidon de una region constante gamma humana en un transgén.
Mas bien, el proceso también parece transcurrir en relacién con regiones constantes gamma de ratén que cambian a
forma trans sobre el transgén codificado mu.

Materiales y métodos

Los siguientes Materiales y Métodos se utilizaron en relaciéon con la generacién y la caracterizacion de ratones
descritos en la presente invencién. Se pretende que dichos Materiales y Métodos sean ilustrativos.

Clonacién de YAC derivados de Ig humanas: Se exploraron las genotecas de YAC humanos de la Universidad de
Washington (Brownstein et al., 1989) y del CEPH (Abertsen et al., 1990) para encontrar YAC que contienen
secuencias de los loci de las cadenas pesada y ligera kappa humanas, como se ha descrito anteriormente (Méndez
et al., 1995). Méndez et al., (1995) describieron la clonacion y la caracterizaciéon de los YAC 1H y 1K. Los YAC 3H y
4H se identificaron a partir de la genoteca de la Universidad de Washington usando una sonda Vy3 (Pstl/Ncol de
0,55 kb, Berman et al., 1988). El YAC 17H se cloné a partir de la genoteca de YAC GM 1416 y se determin6 que
contenia 130 kb de secuencias variables de la cadena pesada y una regién quimérica de 150 kb en su extremo 3’,
Matsuda et al., 1993. Los YAC 2K y 3K se recuperaron de la genoteca del CEPH usando un cebador especifico de
V.l (Albertsen et al., 1990).

Direccionamiento y recombinacion de YAC: Para el cultivo, la reproduccion, la esporulaciéon y el ensayo del
fenotipo de levaduras se emplearon métodos convencionales (Sherman et al., 1986). El direccionamiento de los
YAC y de los brazos de vectores YAC con marcadores de seleccion de levaduras y de mamiferos, para facilitar la
seleccion de YAC recombinantes en levaduras de integracion de YAC en células, se consiguié por transformacion
con acetato de litio (Scheistl y Geitz (1989)). Después de cada etapa de direccionamiento o de recombinacion, el
YAC (o los YAC) modificado se analizé por electroforesis en gel de campo pulsado y transferencias de Southern
convencionales para determinar la integridad de todas las secuencias.

Se usaron vectores de direccionamiento de YAC para la interconversion de los brazos céntricos y acéntricos para
reorientar al 17H y modificar su brazo 5’ con los genes LEU2 y URA3 y su brazo 3’ con el gen HIS3. Véase la Fig. 1a
y Méndez et al., 1993. El brazo céntrico 4H se modificd con los marcadores de selecciéon del gen ADE2 de levaduras
y del HPRT humano. Para la primera etapa de recombinacién, se generd y se selecciond una cepa de levadura
diploide en la que estaban presentes, intactos y mantenidos de forma estable, los tres YAC 17H, 3H y 4H. Se indujo
una recombinacion homologa de tres vias entre las regiones de YAC solapantes por esporulacion y el recombinante
deseado se encontré mediante la seleccion de los marcadores de seleccion de levaduras externos (ADE2 e HIS3) y
la seleccion negativa (pérdida) del marcador interno URA3. La recombinacion con éxito generé un YAC de 880 kb
que contenia el 80% de la regién variable de IgH, que comenzaba en Vu2-5 y se prolongaba 20 kb hasta el extremo
5’ del gen V{3-65. Para la recombinacion del YAC de 880 kb con 1H, se modifico el 1H con la incorporacion de pICL,
que afiade el gen LYS2 en el brazo céntrico (Hermanson et al., 1991). Usando una reproduccion de levaduras
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convencional, se seleccioné una cepa diploide que contenia tanto el YAC 1H como el de 880 kb. Tras la
esporulacion, y mediante el uso de la homologia de solapamiento, se llevé a cabo la recombinaciéon YAC-levadura.
Con seleccion positiva para los marcadores de levaduras externos (ADE2 y URA3) y exploracion para determinar la
pérdida de los marcadores internos (TRP1, LYS2 e HIS3) se encontr6 un YAC intacto de 970 kb constituido por
aproximadamente 66 segmentos Vu, que comenzaban en Vy6-1 y terminaban en Vy3-65. El YAC también contenia
los principales grupos de genes D, genes Ju, el potenciador intrénico (Ep), Cp, hasta 25 kb por delante de C8 en
configuracién de linea germinal. Este YAC de 970 kb se modificé después con la incorporacién de un vector de
direccion que incluia un fragmento gendémico EcoRI de 23 kb del gen y-2 humano, incluyendo sus elementos de
reguladores y de cambio de clase, un fragmento Xbal de 7 kb del potenciador 3’ de la cadena pesada murina, el gen
de la neomicina dirigido por el promotor de la metalotionina (MMTNeo) y el gen LYS2 de levaduras. Este vector,
aunque introduce estas secuencias en el brazo 3’ del YAC, interrumpe el gen URA3.

Como primera etapa para la generacion del YAC yK2, se selecciond, mediante reproduccion de levaduras
convencional, una cepa de levadura diploide en la que estaban presentes, intactos y mantenidos de forma estable,
los YAC tanto 1K como 3K modificados. Usando el mismo proceso que se ha descrito con respecto a la construccion
IgH, se llevé a cabo la recombinacién YAC-levadura. Mediante el uso de seleccion positiva para los marcadores de
levaduras externos (LYS2 y TRP1) y la exploracion para determinar la pérdida de marcadores internos (URA3 vy
TRP1), se encontré un producto recombinante intacto de 800 kb que contenia 32 V,, que comenzaban en V, g3y
terminaban en V,.op11. El YAC de 800 kb contiene una delecion de aproximadamente 100 kb que comienza en V.-
13 y termina en V.p.5. Sin embargo, el YAC esta en una configuracion de linea germinal desde V,..p.13 hasta 100 kb
por delante de V,.op-1. El YAC también contiene Jx, los potenciadores intrénicos y 3’, la C,. constante y Kde.

Introduccion de YAC en células ES y en ratones: Se fusionaron esferoplastos de levaduras que contenian YAC
con células ES E14.TG3B1 como se ha descrito (Jakobovits et al., 1993a; Green et al., 1994). Se aumento el
numero de colonias resistentes a HAT para su analisis. Se evalud la integridad del YAC mediante el andlisis de
transferencia de Southern usando los protocolos y las sondas que se describen en Berman et al., (1988) y Méndez
et al., (1994) y las condiciones de hibridacién que se describen en Gemmil et al., (1991). Se generaron ratones
quiméricos por microinyeccion de células ES en blastocistos de C57BL/6. Se identificaron los descendientes que
contenian YAC por analisis PCR de ADN de cola, como se ha descrito (Green et al., 1994). Se evalud la integridad
del YAC mediante el analisis de transferencia de Southern usando las sondas y las condiciones descritas
anteriormente, excepto por que la transferencia sondada con V3 humana se lavé a 50°C.

Analisis de citometria de flujo: Se obtuvieron linfocitos de sangre periférica y de bazo de ratones XenoMice y de
control de 8-10 semanas de edad, se purificaron en Lympholyte M (Accurate) y se trataron con anti-receptor Fc
CD32/CD16 de raton purificado (Pharmingen, 01241D) para bloquear la union inespecifica a receptores Fc, se
tiferon con anticuerpos y se analizaron en un FACStar™"S (Becton Dickinson, CELLQuest software). Anticuerpos
usados: anti-B220 con aloficocianina (APC) (Pharmingen, 01129A); anti-lgM humana con biotina (Pharmingen,
08072D), anti-IlgM de raton con biotina (Pharmingen, 02202D), F(ab’), de cabra anti-lgD humana con isotiocianato de
fluoresceina (FITC) (Southern Biotechnology, 2032-02); anti-lgD® de ratén con FITC (Pharmingen, 05064D); anti-
migD® con FITC (Pharmingen, 05074D); anti-A de raton con FITC (Pharmingen, 02174D); anti-x humana con PE
(Pharmingen, 08175A); anti-k de ratén con PE (Pharmingen, 02155A). Se us6 RED613™-estreptavidina (GibcoBRL,
19541-010) para detectar anticuerpos biotinilados.

Inmunizacién y generacién de hibridomas: Se inmunizaron XenoMice (de 8 a 10 semanas de edad) por via
intraperitoneal con 25 ug de IL-8 humana recombinante o con 5 ng de TNF-a (Biosource International) emulsionados
en adyuvante completo de Freund para la inmunizaciéon primaria y en adyuvante incompleto de Freund para las
inmunizaciones adicionales que se realizaron a intervalos de dos semanas. Para la inmunizacion con EGFR, se
inmunizaron XenoMice por via intraperitoneal con 2 x 10" células A431 (ATCC CRL-7907) resuspendidas en
solucion salina tamponada con fosfato (PBS). Esta dosis se repitié tres veces. Cuatro dias antes de la fusion, los
ratones recibieron una inyeccion final de antigeno o de células en PBS. Los linfocitos de bazo y de ganglios linfaticos
de ratones inmunizados se fusionaron con la linea de mieloma no secretor NSO-bcl2 (Ray y Diamond, 1994) y se
sometieron a seleccion con HAT, como se ha descrito anteriormente (Galfre y Milstein, 1981).

Ensayo de ELISA: El ELISA para la determinacion de anticuerpos especificos de antigeno en suero de ratén y en
sobrenadantes de hibridoma se realizé como se ha descrito (Coligan et al., 1994) usando IL-8 y TNF-o. humanos
recombinantes y EGFR purificado por afinidad a partir de células A431 (Sigma, E-3641) para capturar los
anticuerpos. La concentracion de inmunoglobulinas humanas y de raton se determind usando los siguientes
anticuerpos de captura: anti-lgG humana de conejo (Southern Biotechnology, 6145-01), anti-lgx humana de cabra
(Vector Laboratories, Al-3060) y anti-lgM humana de raton (CGI/ATCC, HB-57) para Ig y, « y p humanas
respectivamente y anti-IlgG de ratén de cabra (Caltag, M 30100), anti-lgk de raton de cabra (Southern Biotechnology,
1050-01), anti-lgM de raton de cabra (Southern Biotechnology, 1020-01) y anti-A de raton de cabra (Southern
Biotechnology, 1060-01) para capturar las Ig y, k, u y A de raton, respectivamente. Los anticuerpos de deteccién que
se usaron en los experimentos de ELISA eran anti-IgG de ratén de cabra con HRP (Caltag, M30107), anti-lgk de
raton de cabra con HRP (Caltag, M 33007), anti-lgG2 humana de ratén con HRP (Southern Biotechnology, 9070-05),
anti-IgM humana de ratén con HRP (Southern Biotechnology, 9020-05) y anti-kappa humana de cabra con biotina
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(Vector, BA-3060). Los patrones que se usaron para la cuantificacion de Ilg humana y de raton fueron: 1IgG, humana
(Calbiochem, 400122), IgMx humana (Cappel, 13000), IgG2x humana (Calbiochem, 400122), IgGx de ratén (Cappel
55939), IgM« de raton (Sigma, M-3795) e IgGs de raton (Sigma, M-9019).

Determinacion por BlAcore de las constantes de afinidad de Mab completamente humanos: La medicion de la
afinidad de anticuerpos monoclonales humanos purificados, fragmentos Fab o sobrenadantes de hibridomas
mediante resonancia de plasmén superficial se llevd a cabo usando el instrumento BlIAcore2000, usando los
procedimientos generales indicados por los fabricantes.

El analisis cinético de los anticuerpos se realizé usando antigenos inmovilizados sobre la superficie detectora a una
baja densidad: IL-8 humana-81 RU, EGFR soluble purificado a partir de membranas de células A431 (Sigma, E-
3641)-303 RU y TNF-a-107 RU (1.000 RU se corresponden con aproximadamente 1 ng/mm2 de proteina
inmovilizada). Los indices de disociacion (kd) y de asociacion (ka) se determinaron usando el programa informatico
proporcionado por los fabricantes, BlAevaluation 2.1.

Mediciones de afinidad por radioinmunoensayo: Se incubd IL-8 humana marcada con "I (1,5 x 10" M0 3 x 10°
T M) con anticuerpos anti-IL-8 humana purificados a concentraciones variables (5 x 10" Ma4x10° M) en 200 pl
de PBS con BSA al 0,5%. Después de 15 h de incubacion a temperatura ambiente, se afiadieron 20 ul de Proteina A
Sepharose CL-4B en PBS (1/1, v/v) para precipitar el complejo anticuerpo-antigeno. Desgués de 2 h de incubacién a
4°C, el complejo anticuerpo-l125-IL-8 unido a Proteina A-Sepharose se separ6 de la 1'%.IL-8 por filtracion usando
placas de filtracion de 96 pocillos (Millipore, N° Cat. MADVNGB5), se recogieron en viales de centelleo y se contaron.
Se calculd la concentracion de anticuerpos libres y unidos y se obtuvo la afinidad de unién de los anticuerpos al
antigeno especifico usando un andlisis Scatchart (2).

Ensayos de unién a receptor: El ensayo de union al receptor de IL-8 se llevd a cabo con neutréfilos humanos
preparados a partir de sangre recién extraida o a partir de capas leucoplaquetarias, como se ha descrito (Lusti-
Marasimhan et al., 1995). Se incubaron concentraciones variables de anticuerpos con [125I]-IL-8 0,23 nM
(Amersham, IM-249) durante 30 min a 4°C en placas con filtro Multiscreen de 96 pocillos (Millipore, MADV N6550)
pretratadas con tampén PBS de unién que contenia albumina de suero bovino al 0,1% y NaNs al 0,02% a 25°C
durante 2 horas. Se afiadieron 4 x 10° neutrdfilos a cada pocillo y las placas se incubaron durante 90 min a 4°C. Las
células se lavaron 5 veces con 200 pl de PBS helado que se retird por aspiracion. Los filtros se secaron al aire, se
afadieron a liquido de centelleo y se contaron en un contador de centelleo. El porcentaje de [125I]-IL-8 unida
especificamente se calculé como la cpm media detectada en presencia de anticuerpo dividida por la cpm detectada
en presencia solo de tampon.

Los ensayos de unién para el receptor TNF se realizaron de una forma similar a la de los ensayos de IL-8 descritos
anteriormente. Sin embargo, se utilizé la linea de monocitos humanos U937 en lugar de la linea de neutrofilos usada
en relacién con los ensayos de IL-8. Los anticuerpos se preincubaron con [125I]-TNF 0,25 nM (Amersham, IM-206).
Se colocaron 6 x 10° células U937 en cada pocillo.

El ensayo de unién al receptor de EGF se llevd a cabo con células A431 (0,4 x 10° células por pocillo) que se
incubaron con concentraciones variables de anticuerpos en tampon PBS de unién durante 30 minutos a 4°C. Se
afnadio [125I]-EGF 0,1 nM (Amersham, IM-196) a cada pocillo y las placas se incubaron durante 90 min a 4°C. Las
placas se lavaron cinco veces, se secaron al aire y se contaron en un contador de centelleo. Se usaron los
anticuerpos de raton anti-EGFR 225 y 528 (Calbiochem) como controles.

Analisis del repertorio de transcritos de Ig humana expresados en XenoMice y sus Mab humanos derivados:
Se aislé ARNm poli(A)" a partir de bazo y ganglios linfaticos de XenoMice inmunizados y no inmunizados usando un
kit Fast-Track (Invitrogen). La generacion de ADNc cebado aleatoriamente se siguié de PCR. Se usaron cebadores
de la region variable especificos de la familia Vi humana o V, humana (Marks et al., 1991) o un cebador de Vu
humana universal, MG-30 (CAGGTGCAGCTGGAGCAGTCIGG), junto con cebadores especificos para las regiones
constantes Cp (huP2) o Ck (hkP2) humanas, como se han descrito anteriormente (Green et al., 1994), o para la
region constante y2 humana MG-40d; 5-GCTGAGGGAGTAGAGTCCTGAGGA-3'. Los productos de PCR se
clonaron en pCRII usando un kit de clonacién TA (Invitrogen) y se secuenciaron ambas cadenas usando kits de
secuenciacion con colorante terminador Prism y una maquina de secuenciacion ABI 377. Se obtuvieron las
secuencias de los transcritos de las cadenas pesada y kappa procedentes de Mab humanos mediante la
secuenciacion directa de los productos de PCR generados a partir del ARN poli(A)" usando los cebadores descritos
anteriormente. Todas las secuencias se analizaron mediante alineamientos con el “V BASE sequence directory”
(Tomlinson et al., MRC Centre for Protein Engineering, Cambridge, UK) usando los programas informaticos
MacVector y Geneworks.

Preparacion y purificacién de fragmentos Fab de anticuerpos: Se produjeron fragmentos Fab de anticuerpos
mediante el uso de papaina inmovilizada (Pierce). Los fragmentos Fab se purificaron con un programa
cromatografico de dos etapas: columna de Proteina A HiTrap (Bio-Rad) para capturar los fragmentos Fc y cualquier
anticuerpo no digerido, seguida de la elucién de los fragmentos Fab retenidos en el flujo continuo en una columna de
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intercambio cationico fuerte (PerSeptive Biosystems) con un gradiente salino lineal hasta NaCl 0,5 M. Los
fragmentos Fab se caracterizaron por SDS-PAGE y MALDI-TOF MS en condiciones reductoras y no reductoras
poniendo de manifiesto el fragmento no reducido de ~50 kD y el doblete reducido de ~25 kDa esperados. Este
resultado pone de manifiesto la cadena ligera intacta y la cadena pesada escindida. La EM en condiciones
reductoras permitio la identificaciéon inequivoca tanto de la cadena ligera como de la pesada escindida puesto que la
masa de la cadena ligera puede determinarse con exactitud mediante la reduccion del anticuerpo completo no
digerido.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos, incluyendo los experimentos realizados y los resultados obtenidos, se proporcionan solo
con fines ilustrativos.

Ejemplo 1: Reconstruccién de loci de la cadena pesada humana en YAC

La estrategia que se utilizd para reconstruir las regiones variables de la cadena pesada humana y de la cadena
ligera kappa humana consistié en, primero, explorar genotecas de YAC humanos para encontrar los YAC que
abarcaban los grandes loci de Ig humanas (del tamafio de megabases) y, en segundo lugar, recombinar los YAC
que abarcaban dichas regiones en YAC individuales que contenian los loci deseados predominantemente en una
configuracion de linea germinal.

El anterior esquema de recombinaciéon de YAC, paso a paso, aprovechaba la alta frecuencia de recombinacion
homadloga inducida por la meiosis en levaduras y la capacidad de seleccionar los recombinantes deseados mediante
los marcadores de levaduras presentes en los brazos del vector de los YAC recombinados. (Véanse la Figura 1y
Green et al., anteriormente; véanse también Silverman et al., 1990 y denDunnen et al., 1992).

Con respecto a la presente estrategia, se identificaron cuatro YAC, 1H (240 kb), 2H (270 kb), 3H (300 kb) y 4H (340
kb), que abarcaban aproximadamente 830 kb de los aproximadamente 1000 kb de la region variable de la cadena
pesada humana en el cromosoma 14q. Se usaron los YAC 1H, 2H, 3H y 4H para la reconstruccion del locus (Véase
la Figura 1A). La electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE) y el analisis de transferencia de Southern
confirmaron que los YAC estaban intactos, en configuracién de linea germinal, excepto por 150 kb en el extremo 3’
del YAC 2H que contenian ciertas secuencias de no-IgH (Véanse la Figura 1; Matsuda et al., 1990). El YAC 1H, el
YAC que se ha introducido anteriormente en la primera generacién de XenoMouse™ (Green et al., anteriormente;
Méndez et al., 1995) esta constituido por las regiones Cs, C,, Ju y Du humanas y los primeros 5 genes Vy en
configuracién de linea germinal. Los otros tres YAC abarcan la mayoria de la region Vi, desde Vx2-5 hasta V13-65,
contribuyendo, por lo tanto, con aproximadamente 61 genes Vy diferentes adicionales. Antes de la recombinacion, el
YAC 4H se modificé para incorporar un marcador de seleccion de HPRT. A través de la utilizacion de secuencias
solapantes contenidas en los YAC, los cuatro YAC (1H, 2H, 3H y 4H) se recombinaron en levaduras mediante una
estrategia de recombinacién paso a paso (Véase la Figura 1). Dicha estrategia de recombinacion generé un YAC
recombinante de 980 kb (Véase la Figura 1). El analisis de los YAC mediante PFGE y analisis de transferencia de
Southern confirmé la presencia del locus de la cadena pesada humana desde la regién C; hasta 20 kb del extremo
5’ del gen V43-65 en configuracion de linea germinal. No se observaron deleciones ni reorganizaciones aparentes.

El brazo acéntrico del YAC se dirigi6 con un vector que llevaba la region constante y2 humana completa, un
potenciador 3’ de ratén y el gen de resistencia a neomicina, para producir el YAC de la cadena pesada final de 1020
kb, yH2. El YAC yH2 contenia la mayor parte de la regién variable humana, es decir, 66 de los 82 genes Vy, Dy
completa (32 genes) y regiones Jy (6 genes) y tres regiones constantes diferentes (Cu, C8 y Cy) con sus
correspondientes secuencias reguladoras (Véase la Figura 1A). Esta fue la construccién de la cadena pesada que
se utilizé para la produccion de las cepas de XenoMouse |I.

Ejemplo 2: Reconstruccién de loci de la cadena ligera kappa humana en YAC

Para la reconstruccion del locus de la cadena ligera kappa humana se utilizé una estrategia de recombinacion paso
a paso similar. Se identificaron tres YAC que abarcaban los loci kappa humanos. Los YAC se denominaron 1K, 2K y
3K. El YAC 1K, que tenia una longitud de aproximadamente 180 kb, se habia introducido anteriormente en la
primera generacion de XenoMouse™. Dicho YAC contenia el elemento de delecién kappa (Kde), los potenciadores
intrénicos y 3’ kappa, C,, J. y los tres genes V, del grupo B (Green et al., 1994; Méndez et al., 1995). Los YAC 2K
(de aproximadamente 480 kb) y 3K (de aproximadamente 380 kb) juntos incluian la mayor parte de la regién variable
proximal de la cadena kappa en el cromosoma 2p. Una delecion de aproximadamente 100 kb abarca la region L13-
L15 (Fig. 1B; Hurber et al., 1993). Puesto que la region distal kappa duplica a la regién proximal, y como los genes
V, proximales son los que se utilizan mas comiunmente en humanos (Weichold et al., 1993; Cox et al., 1994), la
presente estrategia de reconstruccion se centré en la region proximal (Fig. 1B). Mediante la recombinacion
homdloga de los tres YAC, se recuperd un YAC recombinante de 800 kb, yK2. El tamafio y la integridad del YAC
recombinante se confirmaron mediante PFGE y analisis de transferencia de Southern. Dicho analisis demostré que
abarcaba la parte proximal del locus de la cadena kappa humana, con 32 genes V. en configuracion de linea
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germinal, excepto por la delecién descrita en la region Lp (Fig. 1B). Se modificaron los brazos céntricos y acéntricos
de yK2 para que contuvieran los marcadores de selecciéon de HPRT y de neomicina, respectivamente, como se
describe en los (Materiales y métodos). Esta fue la construccién de la cadena ligera kappa que se utilizé para la
produccioén de las cepas de XenoMouse II.

Los YAC que se describen en este documento, yH2 e yK2, representan los primeros loci de Ig humanas
reconstruidos del tamafio de megabases que contienen la mayor parte del repertorio de anticuerpos humanos,
predominantemente en configuracion de linea germinal. Esta realizacion confirmé ademas que la recombinacion
homdloga en levaduras es un enfoque poderoso para la reconstruccidon con éxito de loci grandes, complejos e
inestables. La seleccién de recombinantes de YAC estables que contenian grandes porciones de los loci de Ig en
levaduras proporcioné los fragmentos de Ig humanas que se requerian para dotar a los ratones con el repertorio de
anticuerpos humanos, regiones constantes y elementos reguladores necesarios para reproducir la respuesta de
anticuerpos humanos en ratones.

Ejemplo 3: Introduccién de YAC yH2 e yK2 en células ES

De acuerdo con la presente estrategia, se introdujeron los YAC yH2 e yK2 en células madre embrionarias (ES) de
raton. Una vez que se aislaron las células ES que contenian el ADN de YAC, dichas células ES se utilizaron para la
generacion de ratones a través de una reproduccion apropiada.

Por lo tanto, en este experimento se introdujeron los YAC yH2 e yK2 en células ES mediante la fusion de
esferoplastos de levadura que contenian los YAC con células ES de ratén E14.TG3B1 deficientes en HPRT, como
se ha descrito anteriormente (Jakobovits et al., 1993a; Green et al., 1994). Se seleccionaron clones de células ES
positivos a HPRT a una frecuencia de 1 clon/15-20 x 10° células fusionadas y se analizaron para determinar la
integridad de los YAC mediante analisis de transferencia de Southern y de CHEF (Fig. 2A).

Se descubrié que siete de los treinta y cinco clones de células ES (denominados L10, J9.2, L17, L18, J17, L22 y
L23) procedentes de la fusion de células ES con levaduras que contenian yH2 contenian todos los fragmentos de
yH2 EcoRI y BamHI esperados, detectados mediante sondas que abarcaban el inserto completo: potenciador 3’ de
raton, potenciador intrénico humano, regiones constantes C,2, Cs; y C, humanas, Dy, Ji Yy todas las diferentes
familias Vu: Vi1, VW2, Vi3, Vu4, V5 y V6 (en la Fig. 2A se muestran los datos para 5 clones). El analisis de CHEF
confirmé ademas que estos clones, que representan el 20% de todos los clones analizados, contienen el YAC yH2
intacto completo sin deleciones ni reorganizaciones aparentes (no se muestran los datos).

Los clones de células ES procedentes de la fusion de levaduras que contenian yK2 se analizaron de forma similar
para determinar la integridad del YAC, usando sondas especificas para el Kde humano, los potenciadores intrénicos
y 3’ kappa, C,, Ju y todas las diferentes familias de V. V., VI, VI, VIV y V. VI. Veinte clones de los sesenta
clones tenian el YAC intacto e inalterado, lo que representa el 30% del total de clones analizados (en la Fig. 3A se
muestran los datos para dos clones ES). Se detectaron cantidades variables de secuencias gendmicas de levadura
en clones de células ES yH2 e yK2 (no se muestran los datos).

Estos resultados constituyen la primera demostracién de la introduccion de construcciones del tamafio de
megabases que incluyen loci humanos reconstruidos, predominantemente en configuracion de linea germinal, en
células de mamiferos. La relativamente alta frecuencia de YAC intactos integrados en el genoma de ratén ademas
da validez la metodologia de fusion de esferoplastos de levaduras-células ES como un enfoque eficaz para la
introduccion fiel de grandes fragmentos gendmicos humanos en células ES.

Ejemplo 4: Generacion de cepas de XenoMouse Il.

Para generar ratones a partir de las células ES que contienen ADN de YAC, se realizd la microinyeccion de
blastocistos seguida de reproduccion. Por lo tanto, se expandieron los clones de células ES que llevaban yH2 e YK2
y se microinyectaron en blastocistos de raton C57BL/6J (Green et al., 1994) y los machos quiméricos producidos se
evaluaron para determinar la transmision de la linea germinal. Se identificé la descendencia con YAC transmitidos
mediante el analisis por PCR y se confirmé la integridad de los YAC mediante analisis de transferencia de Southern.
En todos los ratones transgénicos analizados se demostré que los YAC estaban en forma intacta (FIG. 2B, 3B). Los
siete clones yH2-ES microinyectados y dos de los ocho clones yK2-ES se transmitieron a través de la linea germinal
de raton.

Para generar ratones que produjeran anticuerpos humanos frente a la exclusién de anticuerpos endégenos, se
cruzaron ratones transgénicos yH2 o yK2 con cepas de ratén con una doble inactivacion (Dl). Las cepas de ratén DI
son homocigotas para la inactivacion genética dirigida de los loci de las cadenas pesada y kappa de raton y, por lo
tanto, son deficientes en la produccién de anticuerpos (Jakobovits et al., 1993b; Green et al., 1994). Dos de las
cepas de ratén transgénico yH2, L10 y J9.2, y una de las cepas de ratén transgénico yK2, J23.1, se cruzaron con
ratones DI para generar ratones que llevasen YAC en un fondo homocigoto de cadenas pesada y kappa de raton
inactivadas (yH2;DI e yK2;DI). Cada una de las cepas transgénicas yH2;Dl se cruzoé con la cepa transgénica yK2;DI
para generar dos cepas de XenoMouse Il, 2A-1 (L10;J23.1;Dl) y 2A-2 (J9.2;J23.1;DI), respectivamente, que
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contenian los YAC tanto de la cadena pesada como de la ligera en fondo DI homocigoto. L10 es completamente
homocigota y J9.2 y J23.1 estan en proceso de llevarse a homocigosis con éxito.

La integridad de los YAC de las cadenas pesada y kappa humanas en las cepas de XenoMouse Il se confirmé
mediante analisis de transferencia de Southern. Como se muestra en la Fig. 2 y en la Fig. 3, en ambas cepas de
XenoMouse analizadas, yH2 e yK2 se transmitieron inalterados a través de multiples generaciones sin deleciones ni
reorganizaciones aparentes.

Ejemplo 5: Desarrollo _de células B v produccién de anticuerpos humanos mediante ratones
XenoMouse |l

Para caracterizar adicionalmente las cepas de XenoMouse I, se estudié su desarrollo de células B y su produccion
de anticuerpos humanos. La reconstitucion del desarrollo de células B y de la producciéon de anticuerpos en
XenoMouse Il mediante los YAC yH2 e yK2 se evalué mediante citometria de flujo y ELISA. Al contrario que los
ratones DI, que carecen completamente de células B maduras, los XenoMouse |l manifestaron esencialmente un
desarrollo de células B normal, ascendiendo la poblacién de células B maduras en la sangre a un total de mas del
50% del nivel observado en la raza de tipo silvestre (Fig. 4A). Se demostro que todas las células B expresaban IgM
humana y altos niveles de B220 (IgM" humana/B220"), expresando también el 60% de esta poblacién IgD humana.
Se obtuvieron resultados similares a partir del anadlisis de bazo y ganglios linfaticos de XenoMouse (no se muestran
los datos). Estos resultados se correlacionan bien con las caracteristicas de las células B maduras en ratones de
tipo silvestre, indicando una maduracion de células B apropiada en XenoMouse.

La mayoria de las células B de XenoMouse (75-80%) expresaban exclusivamente la cadena ligera kappa (k)
humana, mientras que s6lo aproximadamente el 15% expresaban la cadena ligera lambda (1) de ratén (Fig. 4). Esta
relacion de distribucidon de cadenas ligeras (hk/m: 75:15) es comparable a la observada en ratones de tipo silvestre,
indicando una regulacion de tipo ratén de la utilizacién de las cadenas ligeras. Por el contrario, los XenoMouse |,
como se describe en Green et al., 1994, demostraron una relacion de hk/mi: 55:45 (no se muestran los datos). Se
realizaron observaciones similares para células B de bazo (Fig. 4B) y ganglios linfaticos (no se muestran los datos),
indicando que la mayoria de las células B de XenoMouse |l producian exclusivamente anticuerpos completamente
humanos. Los niveles de células B que expresaban mi se redujeron desde el 15% hasta el 7% en cepas de
XenoMouse Il homocigotas para yK2 (no se muestran los datos).

Ejemplo 6: Generaciéon de lacepa L6

La cepa L6 de ratones se generd de forma idéntica al proceso descrito anteriormente con respecto a la generacion
de las cepas de XenoMouse Il. Sin embargo, debido a un acontecimiento de delecién durante la generacion de la
linea de células ES L6, la linea de células ES y, posteriormente, los ratones L6 evolucionaron sin una porcion de la
secuencia distal a C8, eliminandose por lo tanto la region constante Cy y sus secuencias reguladoras. Después de la
finalizacion de la reproduccién, los ratones L6 contendran la construccion yK2 completa y la construccion yH2
completa, excepto por la regién constante Cy que falta.

Ejemplo 7: Produccién de anticuerpos humanos

La expresién de las cadenas Cp, Cy2 y ligera « humanas se detectaron en sueros de XenoMouse Il no inmunizados
a niveles maximos de 700, 600 y 800 ug/ml, respectivamente. Para determinar estos valores en comparacion con los
de los de tipo silvestre, se midieron los niveles maximos de las cadenas Cu, Cy2 y ligera x de ratéon en ratones
C57BL/6J x 129 mantenidos en condiciones similares libres de patdgenos. Los valores para Cu, Cy y la cadena
ligera x en ratones de tipo silvestre fueron de 400, 2000 y 2000 ng/ml, respectivamente. Después de la
inmunizacion, los niveles de la cadena y humana aumentaron hasta aproximadamente 2,5 mg/ml. La concentracion
de A de raton fue de sélo 70 pg/ml, confirmando ademas el uso preferencial de la cadena kappa humana.

Estos descubrimientos confirmaron la capacidad de los YAC de Ig humanas introducidos para inducir una
reorganizacion génica y un cambio de clase de Ig apropiados y para generar niveles significativos de anticuerpos
IgM e IgG completamente humanos antes y después de la inmunizacién.

Ejemplo 8: Un repertorio variado de anticuerpos humanos en XenoMouse

Para entender adicionalmente la reconstitucion del repertorio de anticuerpos en cepas de XenoMouse I, se
expusieron ratones a varios antigenos y se prepararon lineas celulares de hibridoma que secretaban dichos
anticuerpos. Como se entendera, la recapitulaciéon de la respuesta de anticuerpos humanos en ratones requiere la
diversa utilizacién de los diferentes genes variables humanos contenidos en los YAC yH2 e yK2. La diversidad de los
anticuerpos humanos generados por cepas de XenoMouse Il se determind mediante la clonacion y la secuenciacion
de transcritos de la cadena pesada (u y y) y de la cadena ligera kappa humanas a partir de ganglios linfaticos de
XenoMouse. En base a los datos que se tenian hasta la fecha, el andlisis de secuencia demuestra que los
XenoMouse Il utilizan al menos 11 de los 37 genes Vy funcionales presentes en yH2, ocho diferentes segmentos Dy
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y tres genes Jy (Jus, Jua Y Jus) (Tabla 1lI; también se detectd Jus en relacidén con la secuenciacion de anticuerpos de
hibridomas). Las secuencias V-D-J se unieron a regiones constantes u 0 y2 humanas (no se muestran los datos).

Los genes Vy utilizados estan ampliamente distribuidos por toda la region variable y representan cuatro de las siete
familias de Vy (Tabla lll). La utilizacién predominante de genes V de las familias Vi3 y Vha €s similar al patron de uso
de V4 en seres humanos adultos, que es proporcional al tamario de la familia (Yamada et al, 1991, Brezinshek et al,
1995). El uso predominante de Jus4 también recuerda al que se detecta en células B humanas (Brezinshek et al,
1995). También se observé la adicion de nucleétidos que no son de linea germinal (adiciones de N-nucleétidos), que
varian de 1-12 pb, en ambas uniones V-D y D-J. Dichas adiciones de N-nucleétidos produjeron regiones
determinantes de complementariedad 3 (CDR3) con longitudes de 8 a aproximadamente 19 restos aminoacidicos,
que es muy comparable con la que se observa en células B humanas adultas (Yamada et al., 1991, Brezinshek et
al., 1995). Dichas longitudes de CDR observadas en los XenoMouse Il son mucho mayores que las longitudes de
CDR3 que se observan comunmente en ratones (Feeny, 1990).

También se descubrid un repertorio muy diverso en los diez transcritos de la cadena kappa secuenciados. Ademas
de presentar 8 de las 25 fases de lectura abierta funcionales de Vk (ORF) presentes en yK2, eran detectables todos
los genes Jx (Tabla V). Los diferentes genes Vk utilizados estaban muy dispersos por todo el yK2 y representaban a
las cuatro familias principales de genes Vx. Todos los productos de recombinacion ViJkx estaban unidos
adecuadamente a secuencias Cx. La escasez de adiciones de N-nucledtidos en los presentes transcritos coincide
con la actividad de la desoxinucleétido transferasa terminal, muy reducida en la fase de reorganizacion de la cadena
kappa. La longitud media de CDR3 de 9-10 aminoacidos que se observaba en los transcritos de la cadena kappa es
idéntica a la que se observa en células B humanas (Marks et al., 1991).

En las Tablas Ill y IV a continuacion se presentan los analisis de repertorios de transcritos de las cadenas pesada y
cadena ligera kappa humanas expresados en cepas de XenoMouse Il. Los ARNm especificos de u, y y k humanas
se amplificaron por PCR, se clonaron y se analizaron mediante secuenciacién como se describe en los Materiales y
métodos. La Tabla Ill muestra una serie de secuencia de nucledtidos de 12 clones Unicos de la cadena pesada
humana divididos en segmentos Vi, D, Ju ¥ N, como se identificaron por homologia con secuencias de la linea
germinal publicadas (Materiales y métodos). Cada asignacion de segmento D esta basada en al menos 8 bases de
homologia. La Tabla IV muestra una serie de secuencias de nucleétidos de uniones V-J de 8 clones x humanos
independientes. Las secuencias se dividen en segmentos Vk, Jk y N y se identifican en base a la homologia con
secuencias Vk y Jk publicadas. En cada una de las Tablas se determinaron las adiciones y deleciones de N-
nucleodtidos (indicadas como _) por la ausencia de homologia de secuencia con secuencias V, D o J.
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TABLA IV
Analisis del repertorio de transcritos de la cadena ligera kappa humana
Clon Vk N Ji
F2.2.3 02 (DPK9) 0 Jik5 GATCACCTTCGGCCAA
TTAAACGAACAGTACCCC
F4.1.8 L5 (DPK5) 0 Jk1_GGACGTTCGGCCAA
ACAGGCTAACAGTTTCCCTC
F4.1.6 A20 (DPK4) 0 Jk3 ATTCACTTTCGGCCCT
AAGTATAACAGTGCCCC
F2.2.5 08 0 Jk4d GCTCACTTTCGGCGGA
ACAGTATGATAATCTCCC
F2.1.5 L1 0 Jk5 GATCACCTTCGGCCAA
AAAGTATAATAGTTACCC
F2.1.4 A30 0 Jk3 ATTCACTTTCGGCCT
CAGCATAATAGTTACCC _
F2.1.3 B3 (DPK24) 0 Jk4 GCTCACTTTCGGCGGA
AATATTATAGTACTCC
F4.1.3 A27 (DPK22) 1 Jk2 CACTTTTGGCCAG
CAGTATGGTAGCTCACCTC (G)

Estos resultados, junto con las secuencias de hibridomas derivados de XenoMouse, que se describen
posteriormente, demuestran una utilizacién muy diversa de tipo humano adulto de genes V, D y J, que parece
demostrar que la totalidad de las regiones variables de las cadenas pesada y kappa humanas presentes en los YAC
yH2 e yK2 estan accesibles para el sistema del ratén para la reorganizacion de anticuerpos y se estan utilizando de
una forma no basada en la posicion. Ademas, la longitud media de las adiciones de N-nucleétidos y de CDRS3 para
los transcritos tanto de la cadena pesada como de la kappa es muy similar a la que se observa en células B humana
adultas, indicando que el ADN del YAC contenido en los ratones dirige la maquinaria del raton para producir un
repertorio inmune de tipo humano adulto en ratones.

Con respecto a los siguientes ejemplos, se prepararon anticuerpos de alta afinidad contra varios antigenos. En
particular, se prepararon anticuerpos contra IL-8 humana y EGFR humano. Los fundamentos para la seleccion de IL-
8 y EGFR son los siguientes.

IL-8 es un miembro de la familia de quimiocinas C-X-C. IL-8 actia como el quimioatrayente primario para neutrofilos
implicados en muchas enfermedades, incluyendo SDRA, artritis reumatoide, enfermedad inflamatoria del intestino,
glomerulonefritis, psoriasis, hepatitis alcohdlica y lesiéon por reperfusion, por nombrar algunas. Ademas IL-.8 es un
potente factor angiogénico para células endoteliales. En las Figuras 22-28 se demuestra que los anticuerpos
humanos anti-IL-8 derivados de cepas de XenoMouse |l son eficaces para inhibir las acciones de IL-8 en varias
rutas. Por ejemplo, la Figura 22 muestra el bloqueo de la unién de IL-8 a neutréfilos humanos por anti-IL-8 humanos.
La Figura 23 muestra la inhibicion de la expresion de CD11b en neutréfilos humanos por anti-IL-8 humanos. La
Figura 24 muestra la inhibicién del flujo de entrada de calcio inducido por IL-8 mediante anticuerpos humanos anti-
IL-8. La Figura 25 muestra la inhibicién de la quimiotaxis de RB/293 por IL-8 mediante anticuerpos humanos anti-IL-
8. La Figura 26 es un diagrama esquematico de un modelo de conejo de inflamacion de la piel inducida por IL-8
humana. La Figura 27 muestra la inhibicién de la inflamacién de la piel inducida por IL-8 humana en el modelo de
conejo de la Figura 26 con anticuerpos humanos anti-IL-8. La Figura 28 muestra la inhibicion de la angiogénesis de
células endoteliales en un modelo del bolsillo corneal en rata mediante anticuerpos humanos anti-IL-8.

El EGFR se considera una diana anticancer. Por ejemplo, el EGFR esta sobreexpresado hasta 100 veces en una
diversidad de células cancerosas. La estimulacion del crecimiento mediada por ligando (EGF y TNF) desempefia un
papel critico en el inicio y la progresion de ciertos tumores. A este respecto, los anticuerpos de EGFR inhiben la
union de ligandos y conducen a la detencion del crecimiento de células tumorales y, junto con agentes
quimioterapéuticos, inducen apoéptosis. De hecho se ha demostrado que una combinacién de Mab de EGFR da
como resultado la erradicacion del tumor en modelos tumorales xenogénicos murinos. Imclone ha realizado ensayos
clinicos de Fase | utilizando un Mab quimérico (C225) que ha demostrado ser seguro. En las Figuras 31-33, se
demuestran datos relacionados con los presentes anticuerpos humanos anti-EGFR. La Figura 30 muestra
secuencias de aminoacidos de la cadena pesada de anticuerpos humanos anti-EGFR obtenidos de cepas de
XenoMouse Il. La Figura 31 muestra el bloqueo de la unién de EGF a células A431 mediante anticuerpos humanos
anti-EGFR. La Figura 32 muestra la inhibicion de la unién de EGF a células SW948 mediante anticuerpos humanos
anti-EGFR. La Figura 33 muestra que los anticuerpos humanos anti-EGFR obtenidos de cepas de XenoMouse Il
inhiben el crecimiento de células SW948 in vitro.

Ejemplo 9: Mab humanos de alta afinidad, especificos de antigeno, producidos por XenoMouse I

La siguiente pregunta era si la utilizacion demostrada del gran repertorio humano en XenoMouse Il podia
aprovecharse para generar anticuerpos humanos contra multiples antigenos, en particular, antigenos humanos de
interés clinico significativo.
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Por consiguiente, cada una de las crias individuales de XenoMouse |l se expusieron a una de tres dianas
antigénicas diferentes, IL-8 humana, EGFR humano y TNF-a humana. Los antigenos se administraron en dos
formas diferentes, como proteina soluble en el caso de IL-8 o TNF-a o expresados en la superficie de las células
(células A431) en el caso de EGFR. Para los tres antigenos, los ELISA realizados en sueros de ratones inmunizados
indicaron una fuerte respuesta de anticuerpos humanos especificos de antigeno (IgG, Igk), con titulos tan elevados
como 1,3 x 10°. Se detecté una respuesta A de raton insignificante.

Se obtuvieron hibridomas a partir de tejidos de bazo o ganglios linfaticos mediante tecnologia convencional de
hibridomas y se seleccionaron por ELISA para secrecion de Mab humanos especificos de antigeno.

Un XenoMouse Il inmunizado con IL-8 produjo un panel de 12 hibridomas, todos los cuales secretaban Mab
completamente humanos (hlgGzx) especificos para IL-8 humana. Los anticuerpos de cuatro de estos hibridomas,
D1.1, K2.2, K4.2 y K4.3, se purificaron a partir de liquido ascitico y se evaluaron para determinar su afinidad por IL-8
humana y su potencia en el bloqueo de la union de IL-8 a sus receptores en neutréfilos humanos.

Las mediciones de afinidad se realizaron mediante mediciones en fase sdlida tanto de anticuerpo completo como de
fragmentos Fab, usando resonancia de plasmoén superficial en BlAcore y en solucion mediante radioinmunoensayo
(Materiales y métodos). Como se muestra en la Tabla V, los valores de afinidad medidos para los cuatro Mab
variaban de 1,1 x 10° a 4.8 x 10" M. Aunque existia cierta variacion en las técnicas empleadas, los valores de
afinidad para los cuatro anticuerpos eran sistematicamente superiores a 10°M",

El andlisis de ELISA confirmé que estos cuatro anticuerpos eran especificos de IL-8 humana y que no presentaban
reactividad cruzada con las quimiocinas estrechamente relacionadas MIP-1a, GROa, B y y, ENA-78, MCP-1 o
RANTES (no se muestra los datos). Ademas, el analisis de competicién en el BlAcore indicé que los anticuerpos
reconocian al menos dos epitopos diferentes (no se muestran los datos). Todos los anticuerpos inhibian la unién de
IL-8 a neutrofilos humanos tan eficazmente como el anticuerpo neutralizante murino anti-IL-8 humana, mientras que
un anticuerpo de control IgG2k humano no lo hacia (Fig. 5A).

Los experimentos de fusion con XenoMouse Il inmunizados con EGFR produjeron un panel de 25 hibridomas, todos
los cuales secretaban Mab IgG.x humanos especificos de EGFR. De los trece Mab humanos analizados, cuatro
(E2.1, E2.4, E2.5 y E2.11) se seleccionaron por su capacidad para competir con el anticuerpo de ratén especifico de
EGFR 225, que se habia demostrado anteriormente que inhibia la proliferaciéon celular mediada por EGF y la
formacion de tumores en ratones (Sato et al., 1983). Estos anticuerpos humanos purificados a partir de liquido
ascitico se evaluaron para determinar su afinidad por EGFR vy la neutralizacion de la uniéon de EGF a las células. Las
afinidades de estos anticuerpos por EGFR, determinadas mediante mediciones BlAcore, variaban de 2,9 x 10°a 2,9
x 10" M (Tabla V).

Los cuatro anticuerpos anti-EGFR bloqueaban completamente la union de EGF a células A431 (Fig. 5B),
demostrando su capacidad para neutralizar su uniéon a receptores tanto de alta como de baja afinidad en estas
células (Kawamoto et al., 1983). También se observé una inhibicién completa de la union de EGF a EGFR
expresado en células humanas SW948 de carcinoma pulmonar humano mediante los cuatro anticuerpos humanos
anti-EGFR (no se muestran los datos). En ambos casos los anticuerpos completamente humanos fueron tan
eficaces en la inhibicién de la union de EGF como el anticuerpo de ratéon anti-EGFR 225 y mas potentes que el
anticuerpo 528 (Gill et al., 1983). En ambos ensayos celulares, un anticuerpo de control IgG,x humano no afecté a la
union de EGF (Fig. 5B y no se muestran los datos).

Los experimentos de fusion con XenoMouse |l inmunizados con TNF-a produjeron un panel de 12 anticuerpos IgGak
humanos. Cuatro de los 12 se seleccionaron por su capacidad para bloguear la unién de TNF-a con sus receptores
en células U937 (Fig. 5C). Se determiné que las afinidades de estos anticuerpos estaban en el intervalo de 1,2-3,9 x
10° M (Tabla V.

Los hibridomas obtenidos de XenoMouse descritos produjeron anticuerpos a concentraciones en el intervalo de 2-19
ug/ml en condiciones de cultivo estatico. La caracterizacion de los anticuerpos purificados en geles de proteinas en
condiciones no reductoras revel6 el peso molecular aparente esperado de 150 kD para el anticuerpo IgGok. En
condiciones reductoras, se detectaron los pesos moleculares aparentes esperados de 50kD para la cadena pesada
y de 25kD para la cadena ligera (datos no mostrados).

La siguiente Tabla V muestra las constantes de afinidad de Mab completamente humanos especificos de antigeno
obtenidos de XenoMouse. Las constantes de afinidad de Mab IgG,x humanos obtenidos de XenoMouse especificos
para IL-8, EGFR y TNF-a se determinaron mediante BlAcore o mediante radioinmunoensayo, como se ha descrito
en los Materiales y métodos. Los valores que se muestran para IL-8 y EGFR son representativos de experimentos
independientes llevados a cabo con anticuerpos purificados, mientras que los valores que se muestran para TNF-a
son de experimentos llevados a cabo con sobrenadantes de hibrido
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TABLA
Mab IgGzx | Antigeno | ka (M7'S™) | kd (S™) KA (M7) KD (M) Densidad | Radioinmunoensayo
humano superficial )
[RU]
Mediciones en fase sdlida Solucion
D1.1 IL-8 27x10° | 99x10% | 2,7x10° | 3,7x10™ 81 2,0x10™
D1.1. Fab IL-8 21x10° | 21x10° | 1,1x10° | 8,8 x107"° 81 49x10"
K2.2 IL-8 0,9x10° | 2,3x107 | 40x10° | 2,5x10™ 81 1,0x 10
K4.2 IL-8 25x10° | 4,1x10" | 6,3x10° | 1,6 x10™ 81 ND
K4.3 IL-8 43x10° | 94x10% | 45x10° | 22x10™ 81 2,1x10"
K4.3 Fab IL-8 6,0x10° | 2,1x10° | 29x10° | 3,4x10™ 81
ELISA (M)
E1.1 EGFR 1,9x10° | 6,5x10° | 2,9x10° | 3,46 x10™ 303 1,1x 10
E2.5 EGFR 21x10° | 18x10% [1,2x10™ | 844 x10™ 303 36x10™
E2.11 EGFR 1,7x10° | 47x10" | 3,7x10° | 2,68x10™ 303 1,1x 100
E2.4 EGFR 28x10° [ 9,78x10° | 2,9x10° | 35x 10" 818 1,1x 1070
T22.1 TNF-a 16x10° | 1,3x10° | 1,2x10° | 8,06 x107™ 107
T22.4 TNF-a. 24x10° | 46x10° | 53x10° [ 1,89x10™ 107
T22.8 TNF-a. 1,7x10° | 75x10° | 2,3x10° | 43x10™° 107
T22.9 TNF-a. 23x10° | 49x10”" | 48x10° [ 211x10™ 107
T22.11 TNF-a. 29x10° | 7,9x10™ N/A 2,76 x 10 107
Ejemplo 10: Uso de genes e hipermutacién somatica en anticuerpos monoclonales

Las secuencias de los transcritos de las cadenas pesada y ligera kappa de los Mab humanos de IL-8 y EGFR
descritos se determinaron en la Figura 6 y en las Figuras [[ ]]. Los cuatro anticuerpos especificos de IL-8 estan
constituidos por al menos tres genes Vy diferentes (Vhs-34/Vha21, Vhz30 ¥ Vhss1), cuatro segmentos Dy diferentes
(A1/A4, K1, ir3rc y 21-10rc) y dos segmentos génicos Ju (Jus ¥ Jra). Se combinaros tres genes Vi diferentes (012,
018 y B3) con los genes Jk3 y Jk4. Esta diversa utilizacion muestra que los XenoMouse Il son capaces de producir
un panel de anticuerpos neutralizantes anti-IL- 8 con diversas regiones variables.

Al contrario que los transcritos de anticuerpo de IL-8, las secuencias de anticuerpos seleccionadas por su capacidad
para competir con el Mab 225 demostraron un uso de genes Vy y Vk relativamente restringido, compartiendo tres
anticuerpos, E1.1, E2.4 y E2.5, el mismo gen V4 (4-31) y conteniendo E2.11 V461, que tiene una elevada homologia
con Vha31. Se detectaron diferentes segmentos D (2, A1/a2, XP1) y Ju (Ju3, Juéd, Ju5). Los cuatro anticuerpos
demostraron que compartian el mismo gen Vk (018). Tres de ellos contenian Jk4 y uno, E.2.5, contenia Jx2.

La mayoria de los transcritos de hibridomas V4 y Vk demostraron grandes cambios de nucleétidos (7-17) a partir de
los correspondientes segmentos de linea germinal, mientras que no se detectaron mutaciones en las regiones
constantes. La mayoria de las mutaciones en segmentos V dieron como resultado sustituciones de aminoacidos en
las secuencias de aminoacidos de anticuerpos predichas (0-12 por gen V), muchas en regiones CDR1 y CDR2
(Figura _). Son dignas de mencion las mutaciones que estan compartidas por las secuencias de la cadena pesada
de anticuerpos de EGFR, tales como la sustitucion Gly-Asp en CDR1, que comparten todos los anticuerpos, o la
sustitucion Ser-Asn en CDR2 y Val-Leu en la regién marco conservada 3, que comparten tres anticuerpos. Estos
resultados indicaban que se esta produciendo un amplio proceso de hipermutacion somatica, que conduce a la
maduracion y la seleccién de anticuerpos, en XenoMouse |l.

Discusién

Esta presente solicitud describe la primera sustitucion funcional de loci complejos, del tamafio de megabases de
ratéon, con fragmentos de ADN humanos equivalentes en tamafo y contenido reconstruidos en YAC. Con este
enfoque, el sistema inmune humoral del ratén se “humanizé” con loci de Ig humanas del tamafo de megabases para
reproducir sustancialmente la respuesta de anticuerpos humanos en ratones deficientes para la produccion de
anticuerpos enddgenos.

El éxito en la reconstruccion fiel de una gran parte de los loci de las cadenas pesada y ligera kappa humanas, casi
en una configuracién de linea germinal, establece que la recombinacion de YAC en levaduras es una tecnologia
poderosa para reconstituir fragmentos grandes, complejos e inestables, tales como los loci de Ig (Méndez et al.,
1995) y manipularlos para su introduccion en células de mamiferos. Ademas, la introduccion con éxito de dos
grandes segmentos de las cadenas pesada y ligera kappa en la linea germinal de ratén en una forma intacta
confirma que la metodologia de la fusién de esferoplastos de levaduras con células ES es un enfoque fiable y eficaz
para incorporar loci xenogénicos en la linea germinal de raton.
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La caracterizacion de cepas de XenoMouse Il ha demostrado que los grandes loci de Ig fueron capaces de restaurar
el sistema de anticuerpos, de forma comparable en su diversidad y funcionalidad a la de ratones de tipo silvestre y
muy superior a la respuesta humoral producida en ratones que llevan construcciones de minigenes de Ig humanas
(Lonberg et al., 1994) o pequefios YAC de Ig humanas (Green et al., 1994). Esta diferencia se manifesté a nivel de
células B maduras, produccion de Ig humanas, eficacia de cambio de clase, diversidad, predominio de la produccion
de Igk humana sobre la de IgA murina y magnitud de la respuesta de anticuerpos humanos, y éxito en la generacion
de anticuerpos monoclonales de alta afinidad especificos de antigeno contra mdltiples antigenos.

Los niveles de células B maduras y anticuerpos humanos en XenoMouse |l son los mayores que se han publicado
hasta ahora para ratones transgénicos para lg, representando un aumento de varias veces por encima de los niveles
que se han demostrado para ratones anteriores y que se acercan a los de ratones de tipo silvestre. En particular, los
niveles de la IgG humana fueron mas de 100 veces superiores a los publicados para ratones que llevan minilocus de
transgenes de Ig con el gen y1 humano (Lonberg et al., 1994). El cambio de clase mas eficaz en XenoMouse Il fue
probablemente el resultado de la inclusion de las regiones de cambio de clase completas, con todos sus elementos
reguladores, asi como de la adicién de elementos de control en yH2, que pueden ser importantes para facilitar y
mantener un cambio de clase apropiado. Los niveles elevados de células B maduras en cepas de XenoMouse Il son
probablemente el resultado de la mayor frecuencia de reorganizacién y, por lo tanto, del desarrollo de células B
mejorado en la médula ésea debido al aumento del repertorio de genes V. Se espera que la reconstitucion de
células B sea aun mas pronunciada en cepas de XenoMouse Il que sean homocigotos para el locus de la cadena
pesada humana.

La relacion entre la expresion de la cadena k humana y la cadena ligera A de ratéon por células B circulantes
proporciona una medida interna util de la utilizacién del locus de la cadena kappa transgénico. Mientras que en
ratones que contenian un alelo de YAC de Ig mas pequefio se observo una distribucién aproximadamente igual de k
humana y A de raton, se detectd un predominio significativo de k humana en cepas de XenoMouse Il. Ademas, los
animales homocigotos para yK2 poseian una relacion x:A que es idéntica a la de ratones de tipo silvestre. Estas
observaciones, junto con el amplio uso de genes Vk, sugieren con fuerza que los genes Vk proximales humanos en
el XenoMouse Il son suficientes para facilitar una respuesta de la cadena ligera variada y son coherentes con la
predisposicion hacia el uso de genes Vk proximales en humanos (Cox et al., 1994).

Las cepas de XenoMouse Il presentaban una diversidad de anticuerpos muy aumentada, con genes V, D y J por
toda la extensioén de los loci a los que accede el mecanismo de recombinacién y que se incorporaran en anticuerpos
maduros. Una vez desencadenado por la unién al antigeno, se produce una amplia hipermutacion somética que
conduce a la maduracién por afinidad de los anticuerpos.

El patrén de utilizacion de genes V, D y J en XenoMouse |l también indicaba que estan disponibles y se utilizan de
una forma que recuerda a su utilizacion en humanos, produciendo un repertorio de anticuerpos humanos de tipo
adulto, que es diferente del tipo fetal y del uso basado en la posicién observado en ratones que llevan minigenes de
Ig (Taylor et al., 1992; Taylor et al., 1994; Tuaillon et al., 1993). La amplia utilizacién de muchos de los genes Vu y
Vk funcionales, junto con la gran diversidad de antigenos reconocidos por los ratones, subrayan la importancia del
gran repertorio de genes V para reconstituir con éxito una respuesta de anticuerpos funcional.

El ultimo ensayo para determinar el grado de reconstitucion de la respuesta inmune humana en ratones es el
abanico de antigenos contra los que los ratones provocaran una respuesta de anticuerpos y la facilidad con la que
pueden generase Mab de alta afinidad especificos de antigeno contra diferentes antigenos. Al contrario que ratones
modificados por ingenieria genética con YAC de Ig humanas mas pequefios o minigenes, que producian hasta la
fecha solo un limitado nimero de Mab humanos especificos de antigeno (Lonberg et al., 1994; Green et al., 1994;
Fishwild et al., 1996), los XenoMouse Il generaron Mab contra todos los antigenos humanos que se han ensayado
hasta la fecha. Las cepas de XenoMouse Il produjeron una fuerte respuesta de anticuerpos humanos contra
diferentes antigenos humanos, presentados como proteinas solubles o expresados en las superficies de las células.
La inmunizacién con cada uno de los tres antigenos humanos ensayados produjo un panel de 10-25 Mab IgGzk
humanos especificos de antigeno. Para cada antigeno, se obtuvo un conjunto de anticuerpos con afinidades en el
intervalo de 10°-10'"° M. Se realizaron varias mediciones para confirmar que los valores de afinidad representaban
cinéticas de union univalente en lugar de avidez: se llevaron a cabo ensayos BlAcore con anticuerpos intactos con
microplacas detectoras recubiertas con antigeno a una baja densidad para minimizar la probabilidad de union
bivalente; para dos anticuerpos, el ensayo se repitié con fragmentos Fab monovalentes; algunos de los anticuerpos
también se ensayaron mediante solucion de radioinmunoensayo. A partir de los resultados de estas mediciones se
concluye que con el XenoMouse se obtienen facilmente anticuerpos con afinidades en el intervalo de 10" M™. Los
valores de afinidad obtenidos para anticuerpos obtenidos de XenoMouse son los mayores que se han publicado
para anticuerpos humanos contra antigenos humanos producidos a partir de ratones obtenidos por ingenieria
genética (Lonberg et al., Fishwild et al., 1996) o a partir de bibliotecas combinatorias (Vaughan et al., 1996). Estas
altas afinidades, junto con la amplia sustitucién de aminoacidos como resultado de la mutacién somatica en los
genes V, confirman que el mecanismo de maduracién por afinidad esta intacto en el XenoMouse Il y es comparable
al de los ratones de tipo silvestre.
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Estos resultados demuestran que se estd aprovechando adecuadamente el gran repertorio de anticuerpos en los
YAC de Ig humanas por la maquinaria del ratén para la diversificacion y la seleccion de anticuerpos y, debido a la
falta de tolerancia inmunolégica contra proteinas humanas, pueden producir anticuerpos de alta afinidad contra
cualquier antigeno de interés, incluyendo antigenos humanos. La facilidad con la que pueden generarse anticuerpos
contra antigenos humanos mediante los genes de inmunoglobulinas humanas en estos ratones proporciona una
confirmacion adicional de que la autotolerancia a nivel de células B se adquiere y no se hereda.

La capacidad de generar anticuerpos completamente humanos de alta afinidad contra antigenos humanos tiene
evidentes implicaciones practicas. Se espera que los anticuerpos completamente humanos minimicen las respuestas
inmunolégicas y alérgicas intrinsecas a los Mab de ratén o derivatizados de ratén y, por lo tanto, aumenten la
eficacia y la seguridad de los anticuerpos administrados. Los XenoMouse |l ofrecen la oportunidad de proporcionar
una ventaja sustancial en el tratamiento de enfermedades humanas crénicas y recurrentes, tales como inflamacion,
autoinmunidad y cancer, que requieren administraciones de anticuerpos repetidas. La rapidez y la reproducibilidad
con la que los XenoMouse Il producen un panel de anticuerpos completamente humanos de alta afinidad indican el
avance potencial que ofrecen sobre otras tecnologias para la produccion de anticuerpos humanos. Por ejemplo, al
contrario que la presentacion de fagos, que requiere grandes esfuerzos para mejorar la afinidad de muchos de sus
anticuerpos derivados y produce cadenas de Fv sencillas o Fab, los anticuerpos de XenoMouse Il son
inmunoglobulinas completamente intactas de alta afinidad que pueden producirse a partir de hibridomas sin ninguna
ingenieria genética adicional.

La estrategia que se describe en este documento para la creacion de un sistema inmune humoral humano auténtico
en ratones puede aplicarse para la humanizacion de otros loci multigénicos, tales como el receptor de células T o el
complejo mayor de histocompatibilidad, que gobiernan otros compartimentos del sistema inmune del ratén
(Jakobovits, 1994). Dichos ratones serian valiosos para aclarar las relaciones estructura-funcién de los loci humanos
y su implicacion en la evolucion del sistema inmune.
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LISTADO DE SECUENCIAS
1) INFORMACION GENERAL
(i) SOLICITANTE: Abgenix, Inc.

(i) TiITULO DE LA INVENCION: MAMIFEROS TRANSGENICOS QUE TIENEN LOCI DE IG HUMANAS QUE
INCLUYEN MULTIPLES REGIONES VH Y VK...

(iii) NUMERO DE SECUENCIAS: 80

(iv) DIRECCION POSTAL:
(A) DIRECCION: Fish & Neave
(B) CALLE: 1251 Avenue of the Americas
(C) CIUDAD: Nueva York

(D) PAIS: Estados Unidos
(E) CODIGO POSTAL: 10020
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(v) FORMA LEGIBLE POR ORDENADOR

(A) TIPO DE SOPORTE: Disquete
(B) ORDENADOR: Compatible con IBM
(C) SISTEMA OPERATIVO: DOS
(D) SOFTWARE: FastSEQ Version 1.5

(vi) DATOS DE LA SOLICITUD ACTUAL
(A) NUMERO DE SOLICITUD:
(B) FECHA DE PRESENTACION: 03 diciembre 1997
(C) CLASIFICACION:

(vii) DATOS DE LA SOLICITUD ANTERIOR

(A) NUMERO DE SOLICITUD: 08/759.620
(B) FECHA DE PRESENTACION: 03 diciembre 1996

(viil) INFORMACION DEL MANDATARIO/AGENTE

(A) NOMBRE: James, Haley F

(B) NUMERO DE REGISTRO: 27.794

(C) NUMERO DE REFERENCIA/EXPEDIENTE: Cell 4.18
(ix) INFORMACION DE TELECOMUNICACIONES

(A) TELEFONO: 212-596-9000

(B) TELEFAX: 212-596-9090
(C) TELEX.

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°: 1

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 22 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(iii) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO:

(vi) FUENTE ORIGINAL:

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°; 1
CAGGTGCAGC TGGAGCAGTC GG

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°: 2

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 24 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(iii) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO:

(vi) FUENTE ORIGINAL:

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 2
GCTGAGGGAG TAGAGTCCTG AGGA

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°: 3
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(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 15 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(iii) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO:

(vi) FUENTE ORIGINAL:

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 3
TTACTGTGCG AGACA

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°: 4

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 12 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(iii) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO:

(vi) FUENTE ORIGINAL:

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°:4
GGGAGCTACG GG 12

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°: 5

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 12 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(iii) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO:

(vi) FUENTE ORIGINAL:

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 5
GACTACTGGG GC 12

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°: 6

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 15 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(iii) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO:

(vi) FUENTE ORIGINAL:

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 6
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TTACTGTGCG AGAGA

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°: 7

(

(
(
(
(
(

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 7

i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 16 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

ii) TIPO DE MOLECULA: ADNc
iii) HIPOTETICA: NO

iv) ANTISENTIDO: NO

v) TIPO DE FRAGMENTO:

vi) FUENTE ORIGINAL:

CTTTGACTAC TGGGGC

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°: 8

(

(
(
(
(
(

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 8

i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 15 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

ii) TIPO DE MOLECULA: ADNc
iii) HIPOTETICA: NO

iv) ANTISENTIDO: NO

v) TIPO DE FRAGMENTO:

vi) FUENTE ORIGINAL:

TTACTGTACC ACAGA

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°: 9

(

(
(
(
(
(

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 9

i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 11 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

ii) TIPO DE MOLECULA: ADNc
iii) HIPOTETICA: NO

iv) ANTISENTIDO: NO

v) TIPO DE FRAGMENTO:

vi) FUENTE ORIGINAL:

ACTAACTACC C

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°: 10

(
(
(
(

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 16 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

i) TIPO DE MOLECULA: ADNc
iii) HIPOTETICA: NO

iv) ANTISENTIDO: NO

v) TIPO DE FRAGMENTO:
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(vi) FUENTE ORIGINAL:
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 10
CTACTACTAC TACGGT 16

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°: 11
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 15 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(i) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO:

(vi) FUENTE ORIGINAL:

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 11
TTACTGTGCG AGAGA 15

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°: 12
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 10 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(i) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO:

(vi) FUENTE ORIGINAL:

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 12
TAGGAGTGTT 10

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°: 13
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 17 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(iii) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO:

(vi) FUENTE ORIGINAL:

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 13
GTAGTACCAG CTGCTAT 17

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°; 14

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 17 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(iii) HIPOTETICA: NO
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(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO:

(vi) FUENTE ORIGINAL:

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 14
ACTACTACTA CTACGGT 17

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°: 15

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 14 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc
(iii) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO:

(vi) FUENTE ORIGINAL:

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 15
TTACTGTGCG AGAG 14

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°: 16

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 10 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc
(iii) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO:

(vi) FUENTE ORIGINAL:

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 16
GCAGCAGCTG 10

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°: 17

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 16 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc
(iii) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO:

(vi) FUENTE ORIGINAL:

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 17
CTTTGACTAC TGGGGC 16

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°: 18

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 15 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
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(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(iii) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO:

(vi) FUENTE ORIGINAL:

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 18
TTACTGTGCG AGAGA 15

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°: 19

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 15 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(iii) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO:

(vi) FUENTE ORIGINAL:

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 19
GATATTTTGA CTGGT 15

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°: 20

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 16 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(iii) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO:

(vi) FUENTE ORIGINAL:

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 20
CTACTACTAC TACGGT 16

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°: 21

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 15 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(iii) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO:

(vi) FUENTE ORIGINAL:

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 21
TTACTGTGCG AGAGA 15

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°: 22

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 15 pares de bases

(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: sencilla

32



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2384942 T3

(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(iii) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO:

(vi) FUENTE ORIGINAL:

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 22
TTTGACTACT GGGGC 15

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°: 23

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 15 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(iii) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO:

(vi) FUENTE ORIGINAL:

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 23
TTACTGTGCG AGAGA 15

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°: 24

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 18 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(iii) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO:

(vi) FUENTE ORIGINAL:

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 24
TACTACTACT ACTACGGT 18

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°: 25

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 12 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(iii) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO:

(vi) FUENTE ORIGINAL:

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 25
ATTACTGTGC GA 12

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°: 26

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 16 pares de bases
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(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(iii) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO:

(vi) FUENTE ORIGINAL:

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 26
TATAGCAGTG GCTGGT 16

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°: 27

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 16 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(iii) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO:

(vi) FUENTE ORIGINAL:

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 27
CTTTGACTAC TGGGGC 16

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°: 28

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 14 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(iii) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO:

(vi) FUENTE ORIGINAL:

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 28
TATTACTGTG CGAG 14

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°: 29

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 12 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(iii) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO:

(vi) FUENTE ORIGINAL:

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 29
GACTACTGGG GC 12

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°: 30

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
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(A) LONGITUD: 12 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc
(iii) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO:

(vi) FUENTE ORIGINAL:

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 30
TATTACTGTG CG 12

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°: 31

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 14 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc
(iii) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO:

(vi) FUENTE ORIGINAL:

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 31
GGATATAGTA GTGG 14

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°: 32

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 16 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc
(iii) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO:

(vi) FUENTE ORIGINAL:

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 32
CTTTGACTAC TGGGGC 16

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°: 33

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 15 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc
(iii) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO:

(vi) FUENTE ORIGINAL:

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 33
TTACTGTGCG AGACA 15

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°: 34
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(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 18 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc
(iii) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO:

(vi) FUENTE ORIGINAL:

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 34
ATGCTTTGAT ATCTGGGG 18

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°: 35

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 18 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc
(iii) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO:

(vi) FUENTE ORIGINAL:

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 35
TTAAACGAAC AGTACCCC 18

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°: 36

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 16 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc
(iii) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO:

(vi) FUENTE ORIGINAL:

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 36
GATCACCTTC GGCCAA 16

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°: 37

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 20 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc
(i) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO:

(vi) FUENTE ORIGINAL:

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 37
ACAGGCTAAC AGTTTCCCTC 20
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(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°: 38

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 14 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(iii) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO:

(vi) FUENTE ORIGINAL:

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 38
GGACGTTCGG CCAA 14

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°: 39

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 17 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(iii) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO:

(vi) FUENTE ORIGINAL:

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 39
AAGTATAACA GTGCCCC 17

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°: 40

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 16 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(iii) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO:

(vi) FUENTE ORIGINAL:

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 40
ATTCACTTTC GGCCCT 16

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°: 41

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 18 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(iii) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO:

(vi) FUENTE ORIGINAL:

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 41
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ACAGTATGAT AATCTCCC 18

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°: 42

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 16 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(iii) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO:

(vi) FUENTE ORIGINAL:

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 42
GCTCACTTTC GGCGGA 16

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°: 43

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 18 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(iii) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO:

(vi) FUENTE ORIGINAL:

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 43
AAAGTATAAT AGTTACCC 18

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°: 44

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 16 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(iii) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO:

(vi) FUENTE ORIGINAL:

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 44
GATCACCTTC GGCCAA 16

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°: 45

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 17 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADNc
(i) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO:
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(vi) FUENTE ORIGINAL:
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 45
CAGCATAATA GTTACCC 17

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°: 46
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 16 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(i) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO:

(vi) FUENTE ORIGINAL:

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 46
ATTCACTTTC GGCCCT 16

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°: 47
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 16 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(i) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO:

(vi) FUENTE ORIGINAL:

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 47
AATATTATAG TACTCC 16

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°: 48
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 16 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(iii) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO:

(vi) FUENTE ORIGINAL:

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 48
GCTCACTTTC GGCGGA 16

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°: 49

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 19 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(iii) HIPOTETICA: NO
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(iv) ANTISENTIDO: NO
(v) TIPO DE FRAGMENTO:

(vi) FUENTE ORIGINAL:

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 49
CAGTATGGTA GCTCACCTC 19

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°: 50
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 0 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(iii) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO:

(vi) FUENTE ORIGINAL:

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 50
CACTTTTGGCCAG

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°: 51
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 20 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido

(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: péptido

(iii) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno

(vi) FUENTE ORIGINAL:

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 51

Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Vil Phe Pro Leu Ala Pro Cys Ser Arg

1 5 10 15
Ser Thr Ser Thr
20

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°: 52

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 80 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido

(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido

(iii) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno

(vi) FUENTE ORIGINAL:

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 52
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Leu Ser Leu Thy Cvs Als Val Tyr Gly Gly 5er Phe Ser Gly Tyr Tyr
;mSHTr:IhMg Glulgm Pro Gly I'i:u Gly Lew Glu Trp lle Gly
mulhignﬂhhﬂzlihmﬁ:nummﬁokLuuLpSﬂ
Mga:lmlkﬁe:?ﬂalhpﬂ:;ﬂLysﬂmﬁhﬁuSﬂ'LmLﬁ
@Lk?ﬂ?&m-mﬂmmwmmcpmm
65 70 75 80

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°: 53
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 119 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido

(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: péptido

(iii) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno

(vi) FUENTE ORIGINAL:

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 53

Leu Ser Lev Thr Cys Ala Val Tyr Gly Gly Ser Phe Ser Gly Tyr Tyr

| 5 10 15

Trp-Ser. Trp lle. Arg Gin Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile Gly

20 25 30
Glu lle Asn Gln Ser Gly Ser Thr Asn Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Ser
15 40 45
Arg Val Tie lle Ser Ile Asp Thr Ser Lys Thr Gin Phe Ser LeuLys
50 55 60

Leu Ser Ser Val Thr Ala Als Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg

65 70 75 80

Glu Thr Pro His Ala Phe Asp lle Trp Gly Gin Gly Thr Met Val Thr
95

BS 50
Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Glv Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro
100 105 110
Cys Ser Arg Ser Thr Ser Thr
115

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°: 54
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 120 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido

(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: péptido

(iii) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno

(vi) FUENTE ORIGINAL:

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 54
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Leu Ser Leu Thr Cys Ala Val Tyr Gly Gly Ser Phe Ser Gly Tyr Tyr

l 5 10 15

Trp Thr Trp [le Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile Gly

20 15 30
Glu Iie lle His His Gly Asn Thr Asn Tyr Asn Pro Ser LeuLys Ser
35 40 45
Arg Val Ser lle Ser Val ﬁ.q:'ﬂn'Sn'L}rsﬂmﬁlnPheSl:rl.nTh
50 35

Leu Ser s:vnmmmmmmw Tyr Tyr Cys Ala Arg

65 70 15

Gly Gly Ala Val MlMlPh:MpTﬁTmGIyﬂhﬁlyﬂuhu Val
85 % 95

Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Ley Ala

100 105 110
Pro Cys Ser Arg Ser Thr Ser Thr
115 120 : .

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°: 55
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 84 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido

(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: péptido

(iii) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno

(vi) FUENTE ORIGINAL:

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 55

Ser His His Leu Lys Ile Ser Cys Lys Gly Ser Gly Tyr Ser Phe Thr
1 5 10 15
Ser Tyr Trp lle Gly Trp Yal Arg Gln Met Pro Gly Lys Gly Leu Glu
0 25 30
Trp Met Gly lle lle Twr Pro Gly Asp Ser Asp Thr Arg Tyr Ser Pro
35 4 45
Ser Phe Gin Glv Gl Val Thr lle Ser Ala Asp Lys Ser lle Ser Thr
50 55 ]
Ala Tyr Leu Gln Trp Ser Ser Leu Lys Als Ser Asp Thr Ala Met Tyr
(=31 0 75 80

Tyr Cys Ala Arg
(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°: 56
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 121 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido

(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: péptido

(iii) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno

(vi) FUENTE ORIGINAL:

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 56
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hML};IhSﬂCﬁh}:G]}'SHﬁ];THSﬂ'Ph&T& Ser Tyr
1

Trp lle Gly Trp Va. 1g Gln Met Pro Gly Lys Gly Leu Slu Trp Mat
ari S e et
Gln Gly Gin Val Thr [le Ser Ala Asp Lys Ser lle Ser Thr Ala Tyr
meGlnTrpS:rssﬁwLwly:ﬂISﬂ&:pThrﬂl Met Tyr Tyr Cys
mmagagmyazssﬁ Fham;sryr'rrpm, Gla Gly Thr Leu

Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Len

100 105 110
Ala Pro Cys Ser Arg Ser Thr Ser Thr
115 120

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°: 57
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 83 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido

(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: péptido

(iii) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno

(vi) FUENTE ORIGINAL:

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 57

MgSuLmMngS«EwAJ:AIISﬂGIthT}rFMSHSH
5 10 15
TyrGirMelHu Trp Xaa Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp
20 25 10
Val Ala Val He Ser Tyr Asp Glv Ser Asn Lys Tyr Ty Ala Asp Ser
5 40 45
Val Lys Gly Arg Phe Thr [le Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu
50 55 60
Tvr Lew Gin Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Twr
65 70 75 B0
Cys Ala Arg

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°: 58
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 122 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido

(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: péptido

(i) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno

(vi) FUENTE ORIGINAL:

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 58

\

|
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Ar;SaLF.uArngSuC}uAlanSﬂ'Ginhtm Phe Ser Ser
5 10 i5
T}TGI}MHI-I::TIPJ{-MgﬂhNaPmGlerGI}' Leu Glu Trp
20 25 0
vllAllmulkSHTyrA:pﬁlrSﬂAnLy: Tyr Tyr Val Asp Ser
5 40
?ﬂLy:GWMng]‘hrDeSwﬁzg&:pAmSwLpﬁmTirlm
53 60
Terw Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr
65 70 73 80
Cys Ala Arg Asp ﬁrulmﬂ]yﬂ:?hzﬂq:ﬁrhpmrﬁlnﬁlﬂ'hr
85 20
Leu Val Thr Val Ser SEAIlSHThrLFGIJ' Pro Ser Val Phe Pro
100 105 110
Leu Ala Pro Cys Ser Arg Ser Thr Ser Thr
115 120

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°: 59
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 17 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido

(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: péptido

(iii) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno

(vi) FUENTE ORIGINAL:

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 59

Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu
| 5 10 15
Gln

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°: 60
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 75 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido

(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: péptido

(iii) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno

(vi) FUENTE ORIGINAL:

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 60
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Thr lie Thr Cys Gln Ads Ser Gln Asp lie Ser Asn Tyr Leu Asa Trp
'I:yrﬂlnGl:LmeGl:r?.memll;:uulmﬂeTjrﬁwﬂh
s«mzfgummﬁnwmsjfrmmsnmsﬁﬁna
Gl;;ﬁmmﬁphcmu:guhmmpmmuwm
M:OmTﬂnguGhﬁlnﬂpAmLuh

65 70 15

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°: 61
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 104 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido

(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

ii) TIPO DE MOLECULA: péptido

iii) HIPOTETICA: NO

iv) ANTISENTIDO: NO

v) TIPO DE FRAGMENTO: interno

vi) FUENTE ORIGINAL:

xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 61

~ e~~~ o~ o~

Thr lle The Cys Gla Ala Ser Gln Asp Ile Ser Lys Phe Leu Ser Trp
| 5 10 15
Phe Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu lle Tyr Gly Thr
20 15 30
Ser Tyr Leu Glu Thr Gly Val Pro Ser Ser Phe Ser Gly Ser Gly Ser
35 40 45
Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr lle Ser Ser Leu Gin Pro Glu Asp Val
50 55 &0
Ala Thr Tyr Phe Cys Gln Gln Asp Asp Leu Pro Tyr Thr Phe Gly Pro
65 70 75 80
Gly Thr Lys Val Asp He Lys Arg Thr Val Ala Ala Fro Ser Val Phe

85 90 95
e Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gin
100

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°: 62
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 104 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido

(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: péptido

(iii) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno

(vi) FUENTE ORIGINAL:

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 62
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Thr Ile Thr Cys Gln Ala Ser Gln Asp lle Ser Asn Tyr Leu Asn Trp
'l‘lrr{‘ihlEI:L}rs &hﬁ];?.y:ﬂh?mll.sys Val Leu lie Tyr Ala Als
Sefﬁmzﬂtuﬂ]uh]a%islr\’ﬂ ng:-thSuGIy Ser Gly Ser
Gw:;hmPh.Tﬁrmmll:;:sﬂLmﬁhPmﬁmmm
MISHTHTFT)T:?HPE!GM::FMLNPNM“EMGH Gly

65 70 75 80
Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg Thr Val Ala Ale Pro Ser Val Phe
85 % 95
lie Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gla
100

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°: 63

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 74 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: péptido
(iii) HIPOTETICA: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO
(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno
(vi) FUENTE ORIGINAL:
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 63
Thr Cys Arg Ala Ser Gin Ser [le Ser Ser Tyr Leu Asn Trp Tyr Gln
t 5 10 15
Gln Lys Pro Glv Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Ala Ala Ser Ser
20 25 30
Leu Gin Ser Gly Val Pro Ser Arg Fhe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr
15 40 45
Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr
50 55 &0
Tyr Tyr Cys Gln Gin Ser Tyr Ser Thr Pro
65 70

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°: 64
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 86 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido

(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: péptido

(i) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno

(vi) FUENTE ORIGINAL:

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 64
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Thr Cys Arg Ala Ser Gln Ser He Ser Asn Tyr Leu Asn Trp Tyr Gla
I 5 10 15
Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Phe Leu lle Tyr Gly Ala Ser Ser
0 25 o
Leu Glu Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr
15 40 45
Asp Phe Thr Leu Thr lie Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Alz Thr
50 55 &0
Tyr Tyr Cys Gin Gin Ser Tyr Ser Asn Pro Leu Thr Phe Gly Gly Gly
6 70 75 80
Thr Lys Val Glu lleLys
8s

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°: 65
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 82 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido

(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: péptido

(iii) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno

(vi) FUENTE ORIGINAL:

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 65

Thr lle Asn Cys Lys Ser Ser Gln Ser Val Leu Tyr Ser Ser Asn Asn

1 5 10 15

Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gin Lys Pro Gly Gln Pro Pro Lys
20 15 o

Leu Leu [le Tyr Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser Gly Val Pro Asp Arg
as 40 45
Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr lle Ser Ser
50 55 60
Leu Gin Ala Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys Gin Gln Tyr Tyt Ser
65 T0 75 80
Thr Pro

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°: 66
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 94 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido

(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: péptido

(iii) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno

(vi) FUENTE ORIGINAL:

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 66
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Thr lle Asa Cys Lys Ser Ser Gln Ser Val Leu Tyr lle Ser Asn Asy
] 5 10 15
Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Tyr Gin Gin Lys Pro Gly Gln Ser ProLys
20 25 30
Leu Leu Tle Tyr Trp Ala Ser Thr Arg Lys Ser Gly Vel Pro Asp Arg
35 40 45
Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr [le Ser Ser
50 55 60
Leu Gin Ala Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys Gin Gin Tyr Twr Asp
63 70 75 -]
Thr Pro Phe Thr Phe Gly Pro Gly Thr Lys Vel Asp lleLys
a5 90

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°: 67
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 20 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido

(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

ii) TIPO DE MOLECULA: péptido

iii) HIPOTETICA: NO

iv) ANTISENTIDO: NO

v) TIPO DE FRAGMENTO: interno

vi) FUENTE ORIGINAL:

xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 67

~ e~~~ o~ o~

Ala Ser Thr Lys Gly Pre Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Cvs Ser Arg
1 5 10 15
Ser Thr Ser Thr

20

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°: 68
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 76 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido

(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

ii) TIPO DE MOLECULA: péptido

iii) HIPOTETICA: NO

iv) ANTISENTIDO: NO

v) TIPO DE FRAGMENTO: interno

vi) FUENTE ORIGINAL:

xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 68

~ e~~~ o~ o~

Val Ser Gly Gly Sex lle Ser Ser Gly Gly Tyr Tyr Trp Ser Trp lle
ﬁlmgﬂln FﬁiPmG[yL}r:c:ﬁlylmGIul;m lle Gly Tyr lte Tyr Tyr
5uﬁly2§amm1ﬁmm§mmsﬂmw Thr Il
Ser gimmsanpMG;ikSHMLﬂm Ser Ser Val
Tk:'::\hﬁ.luﬁ:::h'nh w%mmmm

65 T0 75

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°: 69

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
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(A) LONGITUD: 118 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido

(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: péptido

(iii) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno

(vi) FUENTE ORIGINAL:

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 69

Val Ser Gly Gly SarlleﬁsnS-:rGlyhspTFTwTrpfmTrpih
1 5 10
Arg Gln His PmGiyLysGlerprCys lle Gly Tyr lle Tyr Tyr
20 25 30
Ser Gly Ser Thr Tyr Tyr Asa Pro Ser Leu Lys Ser Arg Val Thr [le
35 40 45
Ser Vil Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Phe Leu Lvs Leu Thr Ser Vil
50 55 60
Thr Ala Ala Asp Thr Ala ‘-FllTw'l'ery: Ala Arg Ser Thr Val Val
&5 T0 T5
Asn Pro Gly Trp Phe Asp Pro Trp Gly Ghﬁlr Tyr Leu Val Thr Val

85 90 95
Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Lea Ala Fro Cys
100 105 110
Ser Asg Ser Thr Ser Thr

115

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°: 70
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 117 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido

(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: péptido

(iii) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno

(vi) FUENTE ORIGINAL:

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 70

"u'll,S:Gﬁﬁhﬁw!l:ﬂnﬁuﬁwmmTmehTrplh
1 5 10
A:gGIn[-IhPmGIyLy:GI}rLeuGluTrpl]EG]ySerl]:TpTyr
25
wﬂlyﬁnThPhtTyr&umSaLer:Sﬂmﬁmmlle
R - . . 45
Ser Leu Asp Thr Ser Lys Am Gin Phe Ser Leu Lys Leu Ser Ser Val
50 55 &0
Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Cvs Tyr Cys Ala Arg Asn lle Val Thr
65 70 5 B0
Thr Gly Ala Phe Asp lle Trp Gly Gin Gly Thr Met Val Thr Val Ser
85 90 95
Ser Ala Ser Thr Lys Giy Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Fro Cys Ser
100 105 110
Arg Ser Thr Ser Thr
115
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(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°: 71
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 116 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido

(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: péptido

(iii) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno

(vi) FUENTE ORIGINAL:

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 71

Val Ser Gly Gly Ser lle Ser S-uGljrﬁupTer)rTrp Thr Trp e

i 5 10 15

Arg Gln His Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp [le Gly Tyr lie Tyr Tyr
20 25 30

EuGlyAmThTer}wﬁmFNSHLmLp Ser Arg Val Ser Met

35 40
SulltMpThrSuGlnAmGlnPhtsumL}f:LeuEu'SG Val
50 58 60

Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cyz Ala Arg Lys Pro Val Thr

65 7O 75 B0

GI}OIyGMMpTFTrpGIJGhIUlrmm Val Thr Val Ser Ser

20 95
M.hmmeumsﬁvummmm.mcﬁsﬂm
100 105 110
Ser Thr Ser Thr
115

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°: 72
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 76 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido

(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: péptido

(iii) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno

(vi) FUENTE ORIGINAL:

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 72

Vsl Ser Gly Gly Ser Val Ser Ser Gly Ser Tyr Twr Trp Ser Trp lle
;LrgGmPl:Pm ﬁiijL%lerGlu"f‘rpﬂ:GlyTyrﬂ:TrrT}T
Sﬂﬁl:.rzsﬂer'l‘hrﬁm %’:rnmhnSuuuLys Ser Arg Val Thr [le
Sa':ls]ﬁspﬁwsztoLrsﬁmGl:sPtu Ser Leu Lys Leu Ser Ser Val
'l'hriukh Ala hspsihr Ala Val 'ii'nyr Twr Cvs Ala Arg

a5 10 75

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°: 73

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
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(A) LONGITUD: 76 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido

(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: péptido

(iii) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno

(vi) FUENTE ORIGINAL:

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 73

Val Ser Gly Gly Ser Val Ser Ser Gly Ser Tyr Tyr Trp Ser Trp lle
L;cmn:m Gly Ii.gi%ﬂylmigtllgrpﬂc Gly Tyr lle Tyr Tyr
Suﬁhimmmhmﬁn Ser Leu Lys Ser Arg Val Thr lle
S:r"u?us.l hq:Tth-u'ﬂAmﬁlﬁ’h Ser Leu Lys Leu Ser Ser Val
Th'juﬁllMlAq:S?ﬂu'Ml Vﬂ?}r]‘ﬂﬂy&&hﬂrg

65 70 75

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°: 74
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 117 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido

(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: péptido
(iii) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno

(vi) FUENTE ORIGINAL:

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 74

Val Ser Glv Gly Ser Val Ser Ser Gly Asp Tyr Tyr Trp Ser Trp lle
1 5 10 15
Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Lle Gly His Leu Tyr Tyr
20 25 0
Ser Gly Asn Thr Asn Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Ser Arg Val Thr lie
35 40 45
Ser Leu Asp Thr Ser Lys Asn Gin Phe Ser Leu Lys Leu Ser Ser Val
50 55 60
Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tvrglys Ale Arg Asp Phe Leu Thr
65 70 15 B0
Gly Ser Fhe Phe Asp Tyvr Trp Gly Gin Gly Thr Leu Val Thr Val Ser
85 90 95
Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Cys Ser
HuH 105 10
Arg Ser Thr Ser Thr
115

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°: 75
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 17 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
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(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: péptido

(i) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno

(vi) FUENTE ORIGINAL:

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 75

mmwm-mmsﬂwmlhmmm Ser Asp Glu
5 10 15
Gln

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°: 76
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 75 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido

(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: péptido
(iii) HIPOTETICA: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO
(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno
(vi) FUENTE ORIGINAL:
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 76
Thr lle ThCysGlnAh Serﬂlnﬂsplﬁeﬁaﬁm Tyr Leu Asn Trp
I 5 15
TyrﬂlnﬁlnL}r!PmGlrL:le Pre Lys Leu Lew lle Tyr Asp Ala
20 23 30
Ser Asn Leu Glu Thr Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser
a5 40 45
Gly Thr Asp Phe Thr Phe Thr le Ser Ser Leu Gin Pro Glu Asp lle
50 55 &0
A]aTerFTerjuGlnGhlﬁsmeum
65 T0

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°: 77
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 104 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido

(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: péptido

(i) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno

(vi) FUENTE ORIGINAL:

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 77
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Thr lle Thr Cys Gln Ala Ser Gln Asp lle Asn Asn Tyr Leu Asn Trp
Plbeﬂln Gl: L“Pmﬂl;ruLﬁ Ala PTDI:I& Val Leu lle His Asp Ale
SuAs:EeuGIuThzglymyFm Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser
ngmmﬁmmﬂ:;ﬂﬁl}r Lew Gin Pro Glu Asp lle
AhmmTﬁTrggﬁﬁhth?uﬁﬂL:qulmmmmymy

65 70 75 80
Gly Thr Lys Val Glu lle Lys Arg Thr Val Ala Al Pro Ser Val Phe
a5 90 95
Il Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gin
100

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°: 78
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 104 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido

(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: péptido

(iii) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno

(vi) FUENTE ORIGINAL:

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 78

Thr e Thr Cys Gln Als Ser Gln Asp [le Thr lle Tyr Leu Asn Tip
‘I}yrGlnthLys Pmm:t;.}rsﬁllFm]Li:LmLmﬂeAmﬁ:le
Ser S:ri..eu Glu T'lrgiiv \r’:lPrnL:EA:gPhe Ser Gly Scr Gly Ser
Gly‘l?hsrﬁspl’th‘h?Phe Thrﬂ:éuSRLﬂGhPmGhnMplle
M:?l‘hrTerFSCsy:Gln Gin insp Hizs Leu Pro Leu Thr Phe Gly Gly

65 70 75 80
Gly Thr Lys Val Ala lle Lys Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe
RS 90 95
lie Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln
100

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°: 79
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 104 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido

(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: péptido

(iii) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno

(vi) FUENTE ORIGINAL:

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 79
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Thr Ile Thr Cys Gln Ala Ser Gin Asp [le Ser Asn Tyr Leu Asn Trp
| 5 10 15
Tyr Gin Gl Lys Pro Giy Lys Als Pro Lys Leu Leu lle Tyr Asp Ala
20 25 30
Ser Asn Leu Glu Thr Gly Vil Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser
35 40 45
Gly Thr Asp Phe Thr Phe Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp Val
50 55 60
Gly Thr Tyr Tyr Val Gln Gln Glu Ser Leu Pro Cys Gly Phe Gly Gin

65 T0 75 &0
Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe
- 90 95
lle Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln
100

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°: 80
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 104 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido

(C) TIPO DE CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: péptido

(i) HIPOTETICA: NO

(iv) ANTISENTIDO: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno

(vi) FUENTE ORIGINAL:

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 80

Thr Tle Thr Cys Gln Als Ser Gln Asp le Ser Asn Tyr Leu Asn Trp
‘J!jr Jln EI: Ly:?mt}l;r?.rs MIPWILS:-'! Leu Leu lie Asn Asp Ala
Sﬂﬁspzfzuﬂlumzélﬂmpm F?gmthnGIySerGth

GI}TﬁhﬁthtTgm Tlrll:.;ernmLmGhPmEluMpllc
AhmThrT}-rTy-rjgp Gl Gin f:p Ser Leu Pro Leu Thr Phe Gly Gly

65 0 75 80

Gly Thr Lys Val Glu lle Arg Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe
85 %0 95

Ile Phe Pro Pro Ser Asp GluGln

100
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo humano aislado que se une especificamente al TNFa humano, o una parte de unién al antigeno de
dicho anticuerpo, en el que dicho anticuerpo:

(a) reduce la unién del TNFa humano a un receptor del TNFa. humano;
(b) comprende una cadena pesada de IgG2 humana;

(c) comprende una cadena ligera kappa humana; y

(d) se une al TNFa humano con:

(i) una KD menor de 2 X 107° M;
(i) una Kz mayor de 0,5 x 106 M S'1; o
(iii) una KD menor de 2 X 107 M y una K, mayor de 0,5 x 10° M S,

2. El anticuerpo o la parte de unién al antigeno de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el anticuerpo o la parte
de union al antigeno se une al TNFa con una KD menor de 2 X 107" M.

3. El anticuerpo o la parte de unién al antigeno de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el anticuerpo o la parte
de unidén al antigeno se une al TNFa. con una K, mayor de 0,5 x 10° M7's™.

4. El anticuerpo o la parte de unién al antigeno de acuerdo con la reivindicacion 3, en el que el anticuerpo o la parte
de unidn al antigeno se une al TNFa con una KD de 1,89-8,06 X 10" m.

5. El anticuerpo o la parte de unién al antigeno de acuerdo con la reivindicacion 3, en el que el anticuerpo o la parte
de unidn al antigeno se une al TNFa con una KA de 1,2-5,3 X 10° M.

6. El anticuerpo o la parte de unién al antigeno de acuerdo con la reivindicacién 3, en el que el anticuerpo o la parte
de union al antigeno se une al TNFa con una KA de 1,2-3,9 X 10° M.

7. El anticuerpo o la parte de unién al antigeno de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el anticuerpo o la parte
de union al antigeno se une al TNFa con una KD menor de 2 X 107"° My una K, mayor de 0,5 x 106 M'S™.

8. El anticuerpo o la parte de unién al antigeno de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 3-7, en el que el
anticuerpo o la parte de unién al antigeno se une al TNFa con una K, de 1,6-2,9 x 10°M' s,

9. El anticuerpo o la parte de unién al antigeno de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 3-7, en el que el
anticuerpo o la parte de union al antigeno se une al TNFa con una Kz mayor de 2 x 10°M's™.

10. El anticuerpo o la parte de unién al antigeno de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en el dicho
anticuerpo es monoclonal.

11. El uso del anticuerpo o la parte de unién al antigeno de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 en la
preparacion de un medicamento.

12. El uso del anticuerpo o la parte de unién al antigeno de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 en la
preparacién de un medicamento para el tratamiento de una enfermedad humana crénica o recurrente, tal como
inflamacion, autoinmunidad y cancer.

13. El anticuerpo o la parte de union al antigeno de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 para su uso como un
medicamento.

14. El anticuerpo o la parte de union al antigeno de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 para su uso en el
tratamiento de una enfermedad humana crénica o recurrente tal como inflamacién, autoinmunidad y cancer.

15. Un método in vitro para reducir la unién del TNFo humano a un receptor del TNFa humano que comprende la
etapa de poner en contacto el TNFa humano con el anticuerpo o la parte de unién al antigeno de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10.

16. Un método para producir el anticuerpo humano aislado de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10,
que comprende las etapas de:

(a) inmunizar un ratén transgénico capaz de expresar un anticuerpo completamente humano

contra un antigeno de interés con el TNFo humano: y
(b) aislar el anticuerpo humano.
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17. Una célula que exprese anticuerpos derivados de un ratén transgénico inmunizado por el método de acuerdo
con la reivindicacion 16.

18. La célula que expresa anticuerpos de acuerdo con la reivindicacién 17, en el que dicha célula es una célula
inmortalizada.

19. Una molécula de &cido nucleico que comprende una secuencia de nucledtidos que codifica uno o mas
polipéptidos seleccionados del grupo que consiste en:

(a) la cadena pesada del anticuerpo humano de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-
10;
(b) la cadena ligera del anticuerpo humano de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-10;

y
(c) una parte de union al antigeno de (a) o (b).

20. Un vector que comprende la molécula de acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 19.

21. Una célula hospedadora que comprende la molécula de acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 19 o el
vector de acuerdo con la reivindicacion 20.

22. La célula hospedadora de acuerdo con la reivindicacion 21, en el que la célula hospedadora comprende:

(a) una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de nucledtidos que codifica la
cadena pesada del anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-10 o una parte
de union al antigeno del mismo; y

(b) una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de nucledtidos que codifica la
cadena ligera del anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-10 o una parte
de unioén al antigeno del mismo.

23. Un método para producir el anticuerpo o la parte de unién al antigeno de acuerdo con cualquiera de las

reivindicaciones 1-10, que comprende las etapas de cultivar una célula hospedadora de acuerdo con la
reivindicacion 22 y recuperar el anticuerpo.
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