ES 2 386 545 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

ESPANA

@Namero de publicacion: 2 386 545
@Int. Cl.:

C12P 21/08 (2006.01)

C12N 5/16 (2006.01)

C12N 15/85 (2006.01)

C12N 15/13 (2006.01)

AO01K 67/027 (2006.01)

CO07K 16/00 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

NUmero de solicitud europea: 04714849 .9
Fecha de presentacién: 26.02.2004

Numero de publicacion de la solicitud: 1597382
Fecha de publicacion de la solicitud: 23.11.2005

Tl’tulo: Células y mamiferos no humanos modificados genéticamente

Prioridad:

26.02.2003 GB 0304374

Fecha de publicacion de la mencién BOPI:
22.08.2012

Fecha de la publicacion del folleto de la patente:

22.08.2012

@ Titular/es:

Crescendo Biologics Ltd.
Meditrina Building Babraham Research Campus
Babraham Cambridge CB22 3AT, GB

@ Inventor/es:
BRUGGEMANN, Marianne

Agente/Representante:
de Elzaburu Marquez, Alberto

Aviso: En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacion en el Boletin europeo de patentes, de
la mencion de concesién de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerard como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2386 545 T3

DESCRIPCION
Células y mamiferos no humanos modificados genéticamente.

La presente invenciéon se refiere a mamiferos no humanos genéticamente modificados, en particular a roedores
genéticamente modificados, tales como ratones, que no codifican ningun polipéptido del locus de la regién constante
de la cadena pesada de inmunoglobulinas enddgeno. La invencién también se refiere a células no humanas
genéticamente modificadas, en particular células precursoras embrionarias, en especial células de roedor, tales
como células de ratén, que no codifican ningun polipéptido del locus de la regién constante de la cadena pesada de
inmunoglobulinas endégeno. La invencion también se refiere a células no humanas genéticamente modificadas, en
particular células precursoras embrionarias, y a los mamiferos no humanos genéticamente modificados producidos a
partir de estas, y a su uso para la produccién de células y mamiferos no humanos en los que todos los genes de la
region constante de la cadena pesada de inmunoglobulinas endégenos (de Cma Ca) se han delecionado del
genoma.

La invencion se refiere también a mamiferos no humanos genéticamente modificados, en particular a roedores
genéticamente modificados, tales como ratones, en los que la delecién de los genes de la region constante de la
cadena pesada de inmunoglobulinas enddgenos se ha utilizado para permitir la insercidon de otros genes, tales como
genes de inmunoglobulinas exdgenas o sus segmentos, para asegurar y permitir la expresion de genes especificos
del locus de la cadena pesada de inmunoglobulinas. Ademas, la invencion se refiere a la expresion de estos genes
producidos por estos mamiferos, y al uso de dichos mamiferos o de sus células para la produccién de sistemas
inmunoldégicos modificados con especial énfasis en la producciéon de inmunoglobulinas o anticuerpos.

Ademas, la invencion se refiere a mamiferos no humanos sin ninguin gen de la region constante endégeno cruzados
con mamiferos no humanos compatibles capaces de expresar genes de inmunoglobulinas exdgenos como
entidades redispuestas introducidas o entidades en la configuracién de la linea germinal y sobre fragmentos grandes
de cromosomas, tales como BAC, YAC y HAC (cromosomas bacterianos, de levadura y humanos artificiales,
respectivamente). Los transgenes y los transloci puede ser de ADN humano.

Antecedentes de la invencion

La estructura basica de un anticuerpo (inmunoglobulina) es una unidad de cuatro polipéptidos, formada por dos
cadenas pesadas y dos cadenas ligeras que estan unidas mediante enlaces disulfuro intercatenarios. Cada cadena
esta formada por una region constante y una region variable; Vi y C. son los términos genéricos para estas regiones
sobre la cadena ligera, y Vi y Cu especifican las regiones variable y constante de la cadena pesada. En un
anticuerpo convencional, cada par de cadenas pesadas es idéntica, al igual que cada par de cadenas ligeras.

Las inmunoglobulinas (Ig) se agrupan en clases o isotipos (haciendo referencia a la regiéon constante) basandose en
la estructura de su regidn constante de cadena pesada (Cn). En seres humanos y ratones existen cinco clases: 1gG,
IgA, IgM, IgD e IgE. Otras subclases en seres humanos son IgG1, IgG2, IgG3, IgG4, IgA1 e IgA2, y en ratones I1gG1,
IgG3, IgG2a e IgG2b. El isotipo es definido por los diferentes genes C (m d, g, € a) que son caracteristicos de cada
especie de mamifero concreta y que estan presentes en todos los miembros de esa especie. Sin embargo pueden
existir diferencias, habitualmente mutaciones puntuales o pequefios cambios, en los genes de inmunoglobulinas
dentro de los miembros de una especie (por ejemplo, ratones BALB/c frente a ratones C57/BI6). Estas diferencias
definen los determinantes alotipicos. Los determinantes alotipicos se encuentran en las inmunoglobulinas (Ig) de
algunos, pero no todos los miembros de una especie concreta (por ejemplo, Mus musculus). Los determinantes
alotipicos reflejan el polimorfismo genético de la region constante de cadena pesada de Ig dentro de una especie, y
se han utilizado como marcadores genéticos. Se han generado anticuerpos que permiten el reconocimiento de los
determinantes isotipicos inyectando inmunoglobulinas de una especie en otra especie (por ejemplo, IgM humana en
un ratén) o entre miembros de una especie, que permiten producir anticuerpos antialotipicos (IgM* de BALB/c en
C57/BI6 que forman IgM®).

Las regiones constantes de cadena ligera existen en formas isotipicas conocidas como kappa (k) y lambda (1), y
estas cadenas ligeras pueden asociarse potencialmente con todos los isotipos de cadena pesada. Las cadenas
ligeras en un anticuerpo concreto son idénticas, y asi las inmunoglobulinas tienen cadenas ligeras ko |, pero no
cadenas ligeras mixtas, a menos que el anticuerpo haya sido modificado de modo artificial.

Los determinantes idiotipicos existen como resultado de estructuras exclusivas generadas por las subregiones
hipervariables (o regiones determinantes de la complementariedad, CDR) en las regiones variables de cadena ligera
(L) y pesada (H), y se han identificado mediante la variabilidad de secuencia.

Se han desarrollado técnicas para la produccion de anticuerpos monoclonales utilizando células derivadas de
animales de laboratorio pequefios, tales como ratones (Kéhler, G. y Milstein, C., “Continuos cultures of fused cells
secreting antibody of predefined specificity”, Nature, 256, 495-497 (1975)), que por primera vez describieron la
produccion de anticuerpos monoclonales condensando una célula que forma un anticuerpo individual con una célula
tumoral de célula B para producir un clon de células en constante division (linea celular de hibridoma) dedicado a
fabricar un anticuerpo concreto (anticuerpo monoclonal).
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Un anticuerpo monoclonal (mAb) tiene la capacidad de reconocer una estructura o una secuencia definida, o de
unirse a un epitopo especifico. Por tanto, un anticuerpo monoclonal puede utilizarse exclusivamente para identificar
las moléculas que portan el epitopo especifico, o puede dirigirse, solo 0 en combinacién con otro resto, a un sitio
especifico para el diagnéstico o la terapia.

El uso de anticuerpos monoclonales como agentes terapéuticos se ha visto restringido por el desarrollo de una
respuesta antinmunoglobulinas en el sujeto tratado. Debido a que la secuencia de la regién constante es especifica
de la especie a partir de la cual se produce el anticuerpo, la introduccidon de un anticuerpo extrafio (xenogeneico o
ex6geno) en el sistema vascular del hospedante puede producir una respuesta inmunolégica. Cuando el anticuerpo
xenogeneico se introduce varias veces, por ejemplo en el tratamiento de enfermedades crénicas, resulta poco
factible administrar el anticuerpo, puesto que se provocara una respuesta inmunolégica y esto dara como resultado
la eliminacion de la eficacia de diana del anticuerpo administrado generando efectos secundarios extremos, tales
como un choque anafilactico. Por esta razén se han realizado diversos esfuerzos para “humanizar” anticuerpos de
roedores que ya se han utilizado con éxito para la intervencion terapéutica y, en fechas mas recientes, para
establecer ratones transgénicos que produzcan anticuerpos totalmente humanos (Briiggemann, M. y Taussig, M.J.
(1997), Production of human antibody repertoires in transgenic mice, Curr. Opin. Biotechnol., 8, 455-458).

La produccién de animales transgénicos ha sufrido una revolucién debido a las técnicas que permiten cultivar células
precursoras embrionarias murinas y a la introduccion de modificaciones genéticas en estas céluals que pueden ser
transmitidas a la linea germinal de raton. Los genes enddgenos pueden modificarse, y pueden introducirse genes
extrafios (exégenos), tales como genes humanos, en un hospedante para proporcionar cepas animales capaces de
producir nuevos productos, tales como proteinas de unién xenogeneicas (extrafias), en particular inmunoglobulinas.

Como alternativa al uso de bancos artificiales, es posible crear animales transgénicos que porten loci de
inmunoglobulinas humanas, en la configuraciéon de la linea germinal, en un entorno genético en el que los loci de Ig
enddgenos son defectuosos. Se ha realizado la silenciacién de genes de inmunoglobulinas mediante la insercion de
genes y la eliminacion de genes utilizando la introduccién de construcciones dirigidas a genes en células
precursoras embrionarias (Bot, A., Immunoglobulin deficient mice generated by gene targeting as models for
studying the immune response, Int. Rev. Immunol., 13, 327-340, 1996; Loffert et al., Early B-cell development in the
mouse: insights from mutations introduced by gene targeting, Imm. Rev., 137, 135-153, 1994). En estos animales se
ha demostrado que los loci introducidos pueden reemplazar la funcién de los genes silenciados; aquellos son
expresados y, para genes de inmunoglobulinas, son redispuestos con una eficacia similar a la de los genes
silenciados.

La ontogenia de los linfocitos B es iniciada por una redisposicion del ADN y la expresion en la superficie de IgH. En
la etapa temprana de la diferenciacién, la cadena H mse asocia como un preBCR (receptor de células B) con la
cadena L sustituta, que consiste en VpreB y | 5, que es reemplazada por la cadena L convencional para formar un
BCR en la etapa inmadura de las células B. A esto le sigue la expresion de IgM e IgD sobre la superficie celular de
una célula B madura con el posterior desarrollo en la periferia de una célula plasmatica que segrega anticuerpos en
la que Cmha cambiado a otro gen C, g, eo a, mientras que mantiene su region V (variable) redispuesta original.

Briiggemann et al. (PNAS, 1989, 86:6709-6723) describe la produccién de ratones que portan un minilocus de
cadena pesada humana con elementos de union (J), de diversidad (D) y variables (V) de Ig no redispuestos, unidos
a un gen mconstante de cadena pesada humana, que codifica el isotipo de inmunoglobulina IgM. Los genes de
inmunoglobulina extrafios (humanos) se insertan en la linea germinal de los ratones transgénicos, con el resultado
de que la insercién extrafia esta presente ademas de los genes Ig enddégenos. En estos ratones, los genes extrafios
pueden redisponerse para codificar un repertorio de inmunoglobulinas del isotipo IgM.

El trabajo de Briiggerman et al. (ibid) también se describe en la patente de EEUU n°® 5.545.807, que se refiere a un
método para producir una inmunoglobulina obtenida a partir de células o fluidos corporales de un animal transgénico
que tiene insertado en su linea germinal un material genético que codifica al menos parte de una inmunoglobulina de
origen extrafio, o que puede redisponerse para codificar un repertorio de inmunoglobulinas. En estos textos, se
sugiere que “puede resultar conveniente utilizar un animal hospedante que inicialmente no porte material genético
que codifique regiones constantes de inmunoglobulinas, de modo que el animal trangénico resultante solo utilizara el
material genético extrafio insertado cuando produzca las inmunoglobulinas. Esto puede lograrse utilizando un
mutante natural que carezca del material genético pertinente, o fabricando mutantes de modo artificial, por ejemplo,
en lineas celulares que en ultimo término crean un hospedante del que se ha eliminado el material genético
pertinente.” Sin embargo, no se sugiere la forma de proporcionar este animal hospedante deficiente en IgC, y las
indicaciones se centran sélo en la insercion de material genético humano; no se ofrecen ejemplos en los que la
regiéon constante de cadena pesada de Ig enddgena se delecione.

Las alteraciones dirigidas se han centrado en genes de la regién C individuales, pero la eliminacion de Cm Cdp Ce
no ha alterado significativamente el avance en el desarrollo de células B [1-3]. Parece que la silenciacion de genes C
individuales o la sustitucion [4,5] tiene poco efecto sobre el avance del desarrollo, debido a su redundancia funcional.
De modo similar, aunque la eliminacién de la region potenciadora Emreduce la redisposicién del ADN [6,7] y la
sustitucion del potenciador a3’ afecta a la conmutacidon [8], estas son solo pequefias perturbaciones casi
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insignificantes en el desarrollo inmunolégico.

Se ha logrado evitar el uso de los genes de la region C de la cadena H con un posterior bloqueo en el desarrollo de
células B mediante dos estrategias opuestas. La eliminacion de los segmentos J(unién)y elimina la redisposicion de
D(diversidad)-J [9,10] y los ratones no tienen células B Ig*, pero siguen desarrollando precursores de células B
B220" presentes a niveles algo reducidos.

El documento EP 0 463 151 describe ratones en los que un fragmento de 2,3 kb del locus de cadena pesada de
ratéon enddgeno, que porta los genes D y J1-4, se ha eliminado y reemplazado (mediante recombinacién homologa)
por un gen de resistencia a la neomicina. Los genes C de IgH de ratén enddgenos estan presentes en el raton, pero
debido a que los genes D y J estan ausentes, la redisposicion de los locus no puede realizarse y se bloquea la
expresion de los genes C de IgH enddgenos, evitando la produccion de un mensaje funcional que codifica una
subunidad C de IgH.

Kitamura et al. [11] (Nature, 1991, 350:423-426) describe la produccidon de ratones con una regiéon Cmalterada
(ratones mMT). Esto se logra mediante la localizacidon génica, en la que un fragmento genémico de 9 kb de Cmy Cd
que porta un codon de fin y flanqueado por un gen de resistencia a la neomicina 5’ y un gen tk de HSV 3’, se inserta
en los exones de membrana de Cmutilizando células precursoras embrionarias. Las células ES se utilizaron para
generar animales quiméricos, que se sangraron para obtener ratones heterozigéticos y después homocigéticos para
la region Cmalterada. Los ratones homocigéticos para el exon transmembrana de Cmalterado eran deficientes en Ig.
El desarrollo de células B depende de la expresion de msuperficial en la etapa de precélulas B, pero debido a que la
expresion de msuperficial no se produce en ratones con la region Cmalterada (mutacion nMT), el desarrollo de
células B se detiene en la etapa de la maduracién de precélulas B y, por tanto, no se producen células B secretoras
de anticuerpos o maduras.

En las lineas con regiones JH eliminadas o con el exon Cmalterado, se produce alguna redisposiciéon de la cadena
L, y también parece que los animales con un exén transmembrana Cmalterado cruzados hasta la homocigosidad en
diferentes razas de ratones pueden superar en gran medida el bloqueo en la expresién de Ig. Esto resulta
particularmente pronunciado en el entorno Balb/c, que revela una expresion de IgG, IgA e IgE en animales
inactivados homocigéticos [12,13], mientras que en el entorno original de C57BL/6 sélo se expresa IgA
selectivamente, lo cual se ha interpretado como un resto de un sistema inmunolégico antiguo quizds mas primitivo
[14].

Se desean producir mamiferos no humanos genéticamente modificados, por ejemplo roedores, tales como ratones,
en los que los genes de IgH enddégenos han sido silenciados, o eliminados, para producir anticuerpos de origen
extrafio, expresados a partir de los genes introducidos.

Se han utilizado una serie de estrategias para silenciar (es decir, alterar) o eliminar un Unico gen de Ig enddgeno,
combinadas con la introduccion simultanea de un gen humano exdgeno.

Pluschke et al. (J. Immunol. Methods, 1998, 215(1-2):27-37) utilizan una estrategia de localizacion genética (Stief et
al., J. Immunol., 1994, 152:3378) en células precursoras embrionarias para sustituir el segmento génico gamma 2a
constante de IgH de raton (Cg2a) por el segmento génico gamma 1 constante de IgH humano (Cgl); ademas de
esto, se generaron células ES en las que el segmento génico kappa de IgL de ratén se reemplazé por su homélogo
humano. Las células ES se utilizaron para generar ratones quiméricos.

Zou et al. (Science, 1993, 262, 1271-1274) describen un sistema de recombinacién Cre-loxP que funciona en células
de mamifero y que se ha utilizado para la experimentos de localizacién génica en el ratén para generar deleciones
“limpias” de genes diana en la linea germinal, asi como para inactivar genes de una manera condicional (basandose
en la expresioén regulada de la recombinasa Cre).

Cre es una proteina recombinasa de 38 kDa del bacteriéfago P1 que media en la recombinacion especifica de sitio
intramolecular (excisiva o inversional) e intermolecular (integrativa) entre los sitios loxP; para un analisis del sistema,
véase Sauer, en Methods of Enzymology, 1993, vol. 2215, 890-900. Un sitio /oxP (el locus del entrecruzamiento)
consiste en dos repeticiones invertidas de 13 pb separadas por una region espaciadora asimétrica de 8 pb. Una
molécula de Cre se une por repeticion invertida, o dos moléculas de Cre se alinean en un sitio loxP. La
recombinacién se produce en la region espaciadora asimétrica. Estas 8 bases también son responsable de la
direccionalidad del sitio. Dos secuencias loxP en la orientacion opuesta entre si invierten el trozo de ADN intermedio,
y dos sitios en orientacion directa dictan la excisién del ADN intermedio entre los sitios, dejando un sitio loxP detras.
Esta eliminacion precisa de ADN puede utilizarse para eliminar genes (delecion de genes) o para activar genes. El
sistema Cre-loxP también puede utilizarse para introducir genes (introduccién de genes). Un gen flanqueado por dos
sitios loxP en una orientacion directa se denomina un “gen floxeado”.

Zou et al. (Current Biology, 1994, 4(12):1099-2003) describen el uso del sistema Cre-loxP en células precursoras

embrionarias de ratén para sustituir el gen Cgl de ratén, que codifica la regién constante de la cadena pesada de

anticuerpos IgG1, por el correspondiente gen Cgl humano. Se generd una construccion de transporte dirigido en la

que el sitio loxP se clond en el extremo 3’ de la secuencia génica diana (en este caso el Cgl de ratén) y, en la
4
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posicion 5’ del gen diana, se realiz6 una insercion (de 5 a 3’) de un gen mutante de interés (en este caso Cgl
humano), un sitio loxP, un marcador de seleccién negativo (tk de HSV) y un marcador de seleccion positivo (neo).
En esta construccion, los sitios loxP estan en la orientacion directa. La construccion de transporte dirigido se
introdujo mediante transfeccion en células ES, y los transformantes se seleccionaron en G418 mediante la
resistencia a la neomicina. Se introdujo una construccion Cre en las células transformadas para lograr la expresion
transitoria de Cre. La recombinacion, es decir, la excision de la secuencia entre los dos sitios loxP (que codifican tk
de HSV, neo' y el gen diana Cg11 de ratdén enddgeno), solo se produce en las células que expresan la recombinasa
Cre. La secuencia Cgl humana se sitta fuera de los sitios loxP, y asi permanece insertada dentro del genoma de
ratéon. Se empled una seleccion negativa con aciclovir o ganciclovir para identificar las células en las que se ha
producido la delecién, puesto que solo las células que no expresan tk de HSV, es decir, aquellas en las que el gen
Cg1 de ratén endogeno también ha sido delecionado, son capaces de sobrevivir en estos medios.

Por tanto, Zou et al. (1994) emplean el sistema Cre-loxP para introducir un gen Cgl humano y después delecionar
un solo gen de la region constante de cadena pesada de Ig enddgeno, Cgl. Los exones que codifican las porciones
transmembrana y citoplasmica del Cgl de raton de IgH no fueron sustituidos por secuencias humanas, y se
mantuvieron para minimizar el riesgo de alterar la expresién en la membrana y la sefializacién de la IgG1
humanizada en el ratén. El gen Cgl humano introducido se transmitié a través de la linea germinal de ratén, y los
ratones mutantes resultantes se cruzaron con ratones que expresan cadenas ligeras kappa con una region
constante humana, en lugar de ser de raton. Los ratones homocigéticos para ambas inserciones producen
anticuerpos IgG1 que portan cadenas kappa humanizadas.

Nicholson et al. (J. Immunol., 1999, 6888-6906) produjeron ratones que portan transloci de cadena ligera ky | y
pesada de Ig humana basados en YAC en un entorno en el que los loci de Igk e IgH endégenos han sido
inactivados. La inactivacion del locus IgH se logré utilizando los ratones Cm(mutante mMT) descritos por Kitamura
(1991), supra. La expresion de Igk fue alterada por la insercién de un moédulo Neo en el gen Ck (Zou et al., Eur. J.
Immunol., 1995, 25, 2154).

Un problema técnico tratado por esta invencion es la produccion de un mamifero no humano que es incapaz de
expresar ninguno de sus genes C de IgH enddgenos, y por tanto es inmunodeficiente. Un problema particular tratado
por la presente invencioén es la produccién de un roedor, en particular un ratén, que es incapaz de expresar ninguno
de sus 8 genes C de IgH endégenos. Para lograr esto, es necesario generar un mamifero no humano mutante, en
particular un roedor, tal como un ratén, en el que los genes de la regién constante de cadena pesada endégenos ya
no estan presentes o no son funcionalmente activos.

Por consiguiente, la presente invencion proporciona un mamifero no humano genéticamente modificado, o una
célula de mamifero no humano genéticamente modificada, que se caracteriza porque no comprende una secuencia
de acido nucleico que en si misma codifique cualquiera de los polipéptidos del locus de la regiéon constante de
cadena pesada de inmunoglobulinas enddgenos, y porque estan presentes las secuencias de acidos nucleicos de
una 0 mas regiones variables de IgH enddégenas, de uno o mas segmentos D de IgH enddgenos, y de uno o mas
segmentos J de IgH enddgenos.

La presente invencion también proporciona un mamifero no humano genéticamente modificado, o una célula de
mamifero no humano genéticamente modificada, que se caracteriza porque no comprende una secuencia de acido
nucleico que en si misma codifique cualquiera de los polipéptidos del locus de la regidon constante de cadena pesada
de inmunoglobulinas enddgenos, y porque estan presentes todas las secuencias de &cidos nucleicos de la region
variable y los segmentos D y J de IgH endégenas.

Los inventores también describen un raton transgénico o genéticamente modificado, en el que las células germinales
no tienen el locus del gen C de inmunoglobulinas endégeno. También describen un ratén transgénico genéticamente
modificado o su progenie, en el que las células somaticas y germinales no tienen el locus del gen C de
inmunoglobulinas endégeno.

En un aspecto de la invencion, la célula o el mamifero no humano genéticamente modificado de la invenciéon no
comprende una secuencia de acido nucleico que en si misma codifique cualquiera de los polipéptidos del locus de la
region constante de cadena pesada de inmunoglobulinas. En las células y los mamiferos no humanos
genéticamente modificados de la invencidn, todas las secuencias de genes de regién constante de cadena pesada
de inmunoglobulina (C de IgH) estan ausentes o parcialmente ausentes del genoma. Preferiblemente, cada uno de
los genes de la regién C de IgH enddgenos estan ausentes; mas preferiblemente, la regiéon C endégena completa
(de Cma Ca) esta ausente.

En la presente, endogeno se define como auténtico, nativo, no extrafio y no modificado por ingenieria genética, tal
como localizacién génica o introduccion de genes.

Las células o los mamiferos no humanos genéticamente modificados pueden obtenerse mediante la delecién dirigida
de todas o fundamentalmente todas las secuencias del gen C de IgH enddgenas. La delecidn puede ser de todos los
genes de la region C de IgH enddgenos y las secuencias intermedias (delecion limpia o eliminacion completa de
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exones/intrones) o de fundamentalmenmte todas las secuencias de C de IgH endégenas mediante la delecién de un
parte extensa de la secuencia del gen de la regién C de IgH enddgena, de modo que se evita la expresion de
cualquier gen C de IgH. La delecion dirigida puede realizarse mediante un proceso de recombinacién-excision, por
ejemplo mediante recombinacion Cre-loxP. Por tanto, la invencion también proporciona un mamifero no humano
transgénico o genéticamente modificado, segin se describe en la presente, o una célula de mamifero no humano
transgénica o genéticamente modificada, preferiblemente una célula precursora embrionaria, segin se describe en
la presente, que puede obtenerse mediante un método de recombinacion especifica de sitio, preferiblemente
mediante un método de recombinacion Cre-loxP.

En los métodos de recombinacion especifica de sitio para la delecién dirigida, se escinde una region de secuencia
de acido nucleico flanqueada por dos secuencias de recombinacion especifica de sitio; tras la excisién, una Unica
secuencia de recombinacion especifica de sitio permanece en el genoma. Se prefiere que la secuencia de
recombinacion especifica de sitio sea un sitio de recombinacion especifica de sitio no endégeno (NESSR). Pueden
utilizarse varios métodos para producir una célula de mamifero no humano en el que la secuencia diana para la
delecion, es decir, el locus C de IgH enddgeno, esta flanqueada por sitios NESSR. En uno de estos métodos, los
sitios NESSR estan secuencialmente integrados en el genoma de una célula de mamifero no humano,
preferiblemente una célula precursora embrionaria, de forma que un sitio NESSR primero se introduce en una célula
y se integra en un extremo de la secuencia diana, y después un sitio NESSR se introduce y se integra en el otro
extremo de la secuencia diana. En un método alternativo, los sitios NESSR se introducen simultaneamente en la
célula para su integracion en cada extremo de la secuencia diana. Las células con un sitio NESSR en uno u otro
extremo de la secuencia diana pueden utilizarse para producir mamiferos no humanos genéticamente modificados
con secuencias NESSR presentes dentro del genoma en uno u otro extremo de la secuencia diana. Un mamifero no
humano que tenga un unico sitio NESSR en un extremo de la secuencia diana del locus C de IgH puede cruzarse
con un mamifero no humano que tenga un sitio NESSR en el otro extremo de la secuencia diana del locus C de IgH,
para producir una progenie con sitios NESSR que flanquean la secuencia diana. Las células con sitios NESSR
flanqueando la secuencia diana del locus C de IgH pueden utilizarse para producir mamiferos no humanos
genéticamente modificados con secuencias NESSR presentes dentro del genoma que flanquean el locus C de IgH
endogeno.

La presente invencién proporciona una célula o un mamifero no humano genéticamente modificado que tiene al
menos una secuencia de recombinacion especifica de sitio no endégena presente dentro del genoma cadena abajo
o dentro del ultimo gen del locus C de IgH y/o cadena arriba o dentro del primer gen del locus C de IgH. En una
realizacién preferida, dos sitios NESSR, preferiblemente sitios loxP, se integran dentro del genoma cadena abajo o
dentro del ultimo gen del locus C de IgH, y cadena arriba o dentro del primer gen del locus C de IgH.

Un sitio NESSR puede estar presente cadena arriba en una posicién adyacente al primer gen del locus C de IgH y/o
cadena abajo en una posiciéon adyacente al Ultimo gen del locus IgH. “Adyacente” significa que el sitio NESSR esta
colocado 5 o 3’ del inicio del primer gen, o al final del ultimo gen del locus C de IgH. Esto implica que el primer o el
ultimo gen del locus C de IgH es la region codificadora mas cercana al NESSR.

La invencion proporciona un mamifero no humano genéticamente modificado, o una célula de mamifero no humano
genéticamente modificada, seglin se describe en la presente, que tiene sitios NESSR, que son preferiblemente sitios
loxP, que flanquean los genes de la regién C de IgH, o insertados en los genes a cada extremo de los genes de la
regiéon C de IgH.

La invencion proporciona un mamifero no humano genéticamente modificado, o una célula de mamifero no humano
genéticamente modificada, en el que los genes C de IgH enddgenos estan ausentes, segun se describe en la
presente, y un sitio de recombinacién especifica de sitio no endégeno (NESSR) esta presente dentro del genoma,
preferiblemente el sitio de recombinacion especifica de sitio no endégeno es un sitio de recombinacion loxP.

Se prefiere que los genes C de IgH enddgenos estén delecionados, pero al menos parte de al menos una secuencia
potenciadora de C de IgH enddgena se mantenga. Esto tiene la ventaja de mejorar la expresion de genes extrafios
cuando se insertan en el locus y permite la regulaciéon especifica de locus de los genes introducidos de manera
especifica de sitio (por ejemplo, utilizando una insercion Cre-loxP que emplea el sitio loxP remanente en la
agrupacion de genes C de IgH delecionados). La retencion de al menos parte de la secuencia potenciadora J-C-
intrénica endogena y/o al menos parte de la secuencia potenciadora a3’ se prefiere particularmente.

En una célula o un mamifero no humano genéticamente modificado de la invencion, estan presentes las secuencias
de acidos nucleicos de una o mas regiones variables y de los segmentos D y/o J de IgH enddgenas. En una
realizacién se prefiere particularmente que estén presentes las secuencias de acidos nucleicos de la region variable
y de los segmentos D y J de IgH enddgenas.

En una realizacion alternativa, una region variable exdgena, preferiblemente una regioén variable de mamifero, mas
preferiblemente una regién variable humana, esta presente.

Una célula o un mamifero no humano genéticamente modificado de la invencién puede comprender uno o mas
marcadores seleccionables integrados dentro del genoma.
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Un marcador seleccionable puede estar colocado cadena arriba o cadena abajo de una secuencia de recombinacion
especifica de sitio no endégena. Al menos un marcador seleccionable puede estar integrado dentro del genoma
cadena arriba y/o cadena abajo de al menos una secuencia de recombinacién especifica de sitio no endégena.

En una realizacion preferida, la invenciéon proporciona un mamifero no humano genéticamente modificado, o una
célula de mamifero no humano genéticamente modificada, que tiene un marcador seleccionable integrado cadena
arriba o cadena abajo del primer y/o del ultimo gen C de IgH enddgeno y/o cadena arriba o cadena abajo de una
secuencia loxP.

El marcador seleccionable es preferiblemente uno o mas de un gen de resistencia a la neomicina; un gen de
resistencia a la puromicina; un gen de higromicina. El marcador seleccionable puede ser un gen de timidina quinasa
del virus del herpes simplex.

Un mamifero no humano genéticamente modificado, o una célula de mamifero no humano genéticamente
modificada, segun se describe en la presente, puede tener un marcador seleccionable diferente integrado en cada
extremo de la region C de IgH.

Por tanto, un mamifero no humano o una célula de mamifero no humano, tal como una célula de roedor, por ejemplo
una célula de ratén, en particular una célula precursora embrionaria de ratén, puede no tener el locus de cadena
pesada de inmunoglobulinas endégeno, y puede comprender uno o mas genes que codifican un marcador
seleccionable.

Un mamifero no humano genéticamente modificado de la invencion puede ser un mamifero roedor, murino, ovino,
porcino, equino, canino, felino o similares, pero preferiblemente es roedor, mas preferiblemente murino, lo mas
preferiblemente un ratén. Una célula de mamifero no humano genéticamente modificada de la invencién puede ser
una célula precursora embrionaria o un oocito; y preferiblemente es una célula de roedor, murina, ovina, porcina,
equina, canina, felina o similares, preferiblemente una célula de roedor, mas preferiblemente una célula murina, lo
mas preferiblemente un célula de raton. Los ratones son particularmente preferidos porque su repertorio
inmunoldgico es extenso y son faciles de manipular y criar.

La presente invencion proporciona un ratén o una célula de ratén genéticamente modificado en el que los 8 genes
de inmunoglobulina de la regiéon constante de cadena pesada endégenos (m d, g3, g1, d?a, ?b, ey a) estan
ausentes o parcialmente ausentes hasta el punto de no ser funcionales, o en el que los genes d, g3, g1, ?a, by e
estan ausentes y los genes flanqueantes my a estan parcialmente ausentes hasta el punto de no ser funcionales, o
en el que los genes m d, g3, g1, a, ®?b y e estan ausentes y a esta parcialmente ausente hasta el punto de no ser
funcional, o en el que d, &3, g1, d2a, &2b, ey a estan ausentes y mesta parcialmente ausente hasta el punto de no ser
funcional.

Parcialmente ausente significa que la secuencia del gen de la region constante de IgH enddgena ha sido
delecionada o alterada hasta el punto de que ningun producto génico de C de IgH endégeno funcional es codificado
en el locus C de IgH, es decir, ningln producto génico de C de IgH endégeno funcional puede expresarse desde el
locus.

La presente invencién proporciona también una célula precursora embrionaria (ES) de mamifero no humano que se
caracteriza porque los genes de la region constante de cadena pesada de Ig enddgenos estdn ausentes o
parcialmente ausentes. Preferiblemente, todos los genes de la regiéon C de IgH enddgenos estan ausentes; mas
preferiblemente todos los genes C de IgH enddgenos conocidos estan ausentes.

En una realizacion preferida, la célula ES es un mutante de delecion de una célula precursora embrionaria de ratén
en el que los 8 genes de inmunoglobulina de la region constante de cadena pesada enddgenos m d, g3, g1, g?a, ¢2b,
ey a estan ausentes o parcialmente ausentes hasta el punto de no ser funcionales, o en el que los genes d, &3, d1,
Ra, ?b y e estan ausentes y los genes flanqueantes my a estan parcialmente ausentes hasta el punto de no ser
funcionales, o en el que los genes m d, g3, g1, 2a, b y e estan ausentes y a esta parcialmente ausente hasta el
punto de no ser funcional, o en el que d, g3, g1, ?a, b, ey a estan ausentes y mesta parcialmente ausente hasta el
punto de no ser funcional.

El mutante de delecion de un mamifero no humano, preferiblemente un roedor, mas preferiblemente un ratén, puede
cruzarse con un mamifero no humano compatible que sea capaz de expresar uno o mas genes C de IgH
funcionalmente activos, preferiblemente uno o mas genes C de IgH humanos funcionalmente activos, por ejemplo,
un mutante de delecién de un raton puede cruzarse con un ratdon capaz de expresar uno o mas genes C de IgH
humanos funcionalmente activos. La progenie heterocigotica (F1) de este cruzamiento puede cruzarse entre si para
producir una progenie heterocigética y homocigoética (F2) de un mamifero no humano, preferiblemente un ratén, que
no sea capaz de expresar los genes C de IgH enddgeno pero que si sea capaz de expresar sélo un gen o genes C
de IgH extrafos, preferiblemente humanos.

Tal como se observa en otras razas de ratones con inactivacion de Ig que expresan transgenes de Ig, la presencia
de genes C de raton puede dar como resultado la produccién de cadenas de Ig quiméricas de humano (es decir,
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extrafio)-ratén mediante mecanismos de transconmutacién o transcorte y empalme que juntan segmentos génicos
que estan sobre diferentes localizaciones cromosémicas (analizado en Briiggemann y Taussig, Curr. Opin.
Biotechn., 8, 455-458, 1997). Por tanto, una ventaja de delecionar completamente o casi completamente la region
del gen C de IgH endégena completa es que, en la progenie F2, que porta y expresa un locus o gen introducido, por
ejemplo de IgH exogeno, el locus del gen C de IgH endégeno no puede activarse para producir productos de
conmutacion o de corte y empalme poco convencionales. Por consiguiente, una ventaja de producir un animal no
humano con genes de Ig enddgenos silenciados y genes de Ig humanos introducidos es que no pueden producirse
moléculas mixtas (por ejemplo, IgH de ratén e IgL humana) y, por tanto, la inmunizacién de este animal permite la
produccién de anticuerpos totalmente humanos especificos.

La invencion proporciona un método para producir una célula no humana genéticamente modificada que comprende:

(a) (i) transfectar una célula no humana con una construccién de transporte dirigido para la integraciéon cadena arriba
o dentro del primer gen C de IgH del locus C de IgH, comprendiendo dicha construcciéon de transporte dirigido una
secuencia de recombinacion especifica de sitio no endégena y un marcador seleccionable, seleccionar una célula en
la que el marcador seleccionable estd presente, y evaluar dicha célula para la integracion de la secuencia de
recombinacion, y

(ii) transfectar una célula producida en (a) (i) con una construccion de transporte dirigido para la integracion cadena
abajo o dentro del ultimo gen C de IgH del locus C de IgH, comprendiendo dicha construccién de transporte dirigido
un marcador seleccionable y una secuencia de recombinacion especifica de sitio no enddgena, seleccionar una
célula en la que el marcador seleccionable esta presente, y evaluar dicha célula para la integracion de la secuencia
de recombinacién; o

(b) (i) transfectar una célula no humana con una construccion de transporte dirigido para la integracién cadena abajo
o dentro del ultimo gen C de IgH del locus C de IgH, comprendiendo dicha construccion de transporte dirigido una
secuencia de recombinacién especifica de sitio no enddgena y un marcador seleccionable, seleccionar una célula en
la que el marcador seleccionable esta presente, y evaluar dicha célula para la integracion de la secuencia de
recombinacion, y

(ii) transfectar una célula producida en (b) (i) con una construccién de transporte dirigido para la integracién cadena
arriba o dentro del primer gen C de IgH del locus C de IgH, comprendiendo dicha construccion de transporte dirigido
una secuencia de recombinaciéon especifica de sitio no endégena y un marcador seleccionable, seleccionar una
célula en la que el marcador seleccionable esta presente, y evaluar dicha célula para la integracion de la secuencia
de recombinacién; o

(c) cotransfectar una célula no humana con una construccion de transporte dirigido para la integracion cadena arriba
o dentro del primer gen C de IgH del locus C de IgH, y con una construcciéon de transporte dirigido para la
integracion cadena abajo o dentro del ultimo gen C de IgH del locus C de IgH, comprendiendo cada una de dichas
construcciones de transporte dirigido una secuencia de recombinacién especifica de sitio no endégena y teniendo
cada una un marcador seleccionable, seleccionar una célula en la que el marcador o marcadores seleccionables
estan presentes, y evaluar dicha célula para la integracion de la secuencia de recombinacion; y opcionalmente,

(d) proporcionar a una célula obtenida en (a) (ii), (b) (i) o (c) una recombinasa activa en la secuencia de
recombinacion especifica de sitio no enddgena, y evaluar para acontecimientos de delecion.

La recombinasa en la etapa opcional (d) puede ser proporcionada por un vector de expresion, es decir, por la
introducion de un vector de expresidon en la célula. En un método preferido, la secuencia de recombinacién
especifica de sitio no endogena es un sitio loxP, y en la etapa opcional (d), la recombinasa es una recombinasa Cre.

Se prefiere que la célula no humana genéticamente modificada sea una célula precursora embrionaria o un oocito.
La célula no humana genéticamente modificada puede ser una célula de roedor, mas preferiblemente una célula de
ratén.

Puede utilizarse cualquier vector de clonacion adecuado para generar la construccion de transporte dirigido, y las
estrategias de clonacion se describen en Sambrook, Fritsch y Maniatis en Molecular Cloning, A Laboratory Manual,
Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989. De manera deseable, la construccion de transporte dirigido puede portar
uno o mas genes de marcadores; los marcadores adecuados son conocidos, y los que resultan especialmente
adecuados son los que permiten una seleccion positiva. De particular interés es el uso del gen para la neomicina
fosfotransferasa (“neo”), que confiere resistencia a G418, y también es adecuado el gen de resistencia a la
puromicina (“puro”) o el gen de resistencia a la higromicina; se prefieren los genes de resistencia a la neomicina y/o
puromicina.

En la construccion de transporte dirigido, cadena arriba y/o cadena abajo del gen diana puede haber un gen que
proporciona la identificacion de si ha ocurrido un doble entrecruzamiento homoélogo (seleccién negativa). Puede
emplearse el gen de la timidina quinasa del virus de herpes simplex (HSV-tk o tk de HSV) como marcador de
seleccién negativa, puesto que las células que producen timidina quinasa pueden ser destruidas por aciclovir o
ganciclovir.
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Tras haber preparado una construccion de transporte dirigido y haber eliminado cualquier secuencia no deseada, la
construcciéon puede introducirse en la célula diana, por ejemplo una célula ES o un oocito. Puede emplearse
cualquier técnica conveniente para introducir el ADN en la célula diana. Para la localizacion génetica convencional
(habitualmente con construcciones de hasta 20 kb), el ADN se introduce mas habitualmente mediante
electroporacién (véase Zou et al, Eur. J. Immunol., 25, 2154-2162, 1995), mientras que para modificaciones
secundarias, tales como la integracion mediada por Cre-loxP, la electroporacion puede utilizarse para la integracion
de construcciones mas pequefias y otros métodos, tales como la lipofeccién y la fusién de células/esferoplastos de
levadura para YAC (cromosomas artificiales de levadura) y la transferencia de ADN mediada por fosfato de calcio
para fragmentos de cromosomas o cromosomas artificiales de mamifero que permiten la integraciéon de una gama
desde varios 100 kb hasta Mb. Por tanto, la electroporacion es la técnica preferida para la introduccién de pequefios
fragmentos de ADN (hasta 50 kb) en la célula diana, y los otros métodos listados son adecuados y quizas ventajosos
para la introduccion de secuencias de ADN mas grandes (>50 kb).

Después de la transformacion o la transfeccion de las células diana, estas pueden seleccionarse mediante
marcadores positivos y/o negativos. Tal como se indicod previamente, pueden utilizarse marcadores positivos, tales
como genes de resistencia a neomicina y/o puromicina. Las células con el fenotipo deseado después pueden
analizarse mediante un analisis de restriccion, electroforesis, analisis de la transferencia Southern, PCR o similares.

La PCR también puede utilizarse para detectar la presencia de recombinacion homoéloga. Pueden emplearse
cebadores de PCR que sean complementarios con una secuencia dentro de la construccion de transporte dirigido, y
que sean complementarios con una secuencia fuera de la construccion y en el locus diana. Se obtienen moléculas
de ADN en la reaccion de PCR sélo cuando ambos cebadores son capaces de unirse a la secuencia
complementaria, es decir, sélo si se ha producido una recombinacion homdloga. La demostracion de los fragmentos
con el tamafio esperado, verificada mediante secuenciacién, apoya la conclusion de que se ha producido la
recombinacion homdloga.

Aunque la presencia del gen del marcador en el genoma indica que se ha producido la integracion, es necesario
determinar si se ha producido la integracién homdloga. Los métodos para lograrlo son conocidos en la técnica, tales
como la utilizaciéon de un analisis del ADN mediante una hibridacién de transferencia Southern para establecer la
localizacion de la integracion. Empleando sondas para el inserto y las secuencias en las regiones 5’ y 3’ distantes a
la region flanqueante en la que se produciria la integracién homdloga, puede demostrarse que se ha logrado el
transporte dirigido homélogo. Una ventaja es que las sondas externa adyacentes al ADN de localizacion dirigida y
los sitios de restriccion recién introducidos, por ejemplo mediante un gen de un marcador seleccionable, pueden
utilizarse para la identificacion de la alteracion introducida por transporte dirigido.

Por tanto, puede utilizarse una seleccion, preferiblemente mediante PCR, para confirmar la integracion de sitios
NESSR, tales como sitios loxP, en la posiciéon correcta, sobre el mismo alelo y en la orientacién correcta (directa)
para permitir la eliminacion de genes mediante delecion. La seleccion con métodos tales como la PCR también
puede utilizarse para detectar acontecimientos de delecion.

Una célula precursora embrionaria tal como se describe en la presente, por ejemplo que puede obtenerse mediante
el anterior método, puede utilizarse para la produccién de un mamifero no humano genéticamente modificado.

Los procesos descritos anteriormente pueden realizarse primero para inactivar los loci de cadena pesada constante
en una célula precursora embrionaria, las células después pueden inyectarse en blastocitos del hospedante y
desarrollarse para producir un animal quimérico. Los métodos adecuados se describen, por ejemplo, en Hogan et al.
(Hogan, B., Beddington, R., Costantini, F., y Lacy, E. (1994), Manipulating the Mouse Embryo: A Laboratory Manual,
Cold Spring Harbor Press, NY). Los animales quiméricos se cruzan para obtener hospedantes heterocigéticos.
Después, mediante el cruzamiento de los hospedantes heterocigéticos, puede obtenerse un hospedante
homocigético.

Por consiguiente, la invencién proporciona un método para producir un mamifero no humano genéticamente
modificado que se caracteriza porque una célula precursora embrionaria, tal como se describe en la presente, se
introduce en un blastocito hospedante y se desarrolla para producir un animal quimérico.

Esto puede lograrse mediante un método que se caracteriza por:

(a) introducir una célula precursora embrionaria de mamifero no humano, tal como se describe en la presente, en un
blastocito de mamifero no humano compatible; y

(b) transplantar el blastocito obtenido en (a) a una madre de acogida que es un mamifero no humano compatible
para obtener un mamifero no humano quimérico, y opcionalmente seleccionar el marcador o marcadores
seleccionables y/o la secuencia o secuencias de recombinacién especifica de sitio no endégenas y/o la delecion de
todas o fundamentalmente todas las secuencias del gen C de IgH enddgenas.

Un mamifero no humano quimérico producido mediante estos métodos puede cruzarse para obtener una progenia

heterocigética. La progenie heterocigotica puede cruzarse entre si para obtener una progenie homocigética. Por

tanto, la invencién proporciona un método para producir un mamifero no humano genéticamente modificado. que se
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caracteriza por realizar un método de la invencién para obtener un mamifero no humano quimérico y cruzar dicho
mamifero no humano quimérico para obtener una progenie heterocigética. También se proporciona un método para
producir un mamifero no humano genéticamente modificado, que se caracteriza por realizar un método de la
invencion para obtener una progenie heterocigética y cruzar entre si dicha progenie heterocigética para obtener una
progenie homocigética.

Un método para producir un mamifero no humano genéticamente modificado segun la invencion puede comprender:

(a) inyectar un clon de una célula ES de mamifero no humano que tiene dos sitios loxP integrados, tal como se
describe en la presente, en un blastocito de mamifero no humano;

(b) transplantar el blastocito en una madre de acogida que es un mamifero no humano compatible para obtener una
progenie quimérica de mamiferos no humanos;

(c) opcionalmente seleccionar para loxP;
(d) cruzar la progenie para obtener un mamifero no humano que tiene dos sitios loxP integrados en el mismo alelo;

(e) cruzar un mamifero no humano que tiene dos sitios loxP integrados con un mamifero no humano que expresa
Cre compatible;

(f) seleccionar la progenie para mutantes de delecion, preferiblemente mediante PCR; o

(g) generar mamiferos no humanos genéticamente modificados, por ejemplo ratones, con dos sitios loxP integrados
en un alelo, o en un locus o en dos alelos o loci distintos, cruzando entre si los ratones derivados producidos
mediante transgénesis o la via de células ES;

(h) realizar una delecién inter- o intraalélica tras la expresién de Cre.

La invencién también proporciona un método para producir un mamifero no humano genéticamente modificado que
se caracteriza por realizar un método de la invencién para obtener un mamifero no humano genéticamente
modificado homocigético para la integracion de una secuencia de recombinacién especifica de sitio no endégena
cadena arriba o dentro del primer gen C de IgH del locus C de IgH, y cruzar dicho mamifero no humano
genéticamente modificado homocigético para la integracion de una secuencia de recombinacion especifica de sitio
no endogena cadena arriba o dentro del primer gen C de IgH del locus C de IgH, con un mamifero no humano
genéticamente modificado compatible homocigético para la integracién de una secuencia de recombinacion
especifica de sitio no endégena cadena abajo o dentro del ultimo gen C de IgH del locus C de IgH, para obtener una
progenie heterocigética, y opcionalmente cruzar entre si la progenie heterocigética para obtener una progenie
homocigdtica para ambas integraciones.

La progenie homocigoética para ambas integraciones puede cruzarse con un mamifero no humano compatible capaz
de expresar una recombinasa activa en la secuencia de recombinacién especifica de sitio no endégena para obtener
una progenie con la delecién del gen C de IgH, que opcionalmente puede seleccionarse utilizando métodos
adecuados para detectar la delecion del gen C de IgH.

La secuencia o secuencias de recombinaciéon especifica de sitio no endégenas pueden ser sitios loxP, y la
recombinasa una recombinasa Cre.

La progenie heterocigotica u homocigética para loxP en ambos loci puede cruzarse con un mamifero no humano
compatible capaz de expresar la recombinasa Cre para obtener una progenie de mamiferos no humanos que no
comprenden una secuencia de acido nucleico que en si misma codifique cualquiera de los polipéptidos del locus de
la regién constante de cadena pesada de Ig endégenos en uno o ambos alelos.

Puede obtenerse un mamifero no humano transgénico capaz de expresar la recombinasa Cre mediante la
microinyeccion de un plasmido Cre linealizado en el pronicleo masculino de embriones de mamiferos no humanos
F1 para producir una raza de mamiferos no humanos que expresan Cre.

Utilizando los métodos de la invencion descritos en la presente puede obtenerse un mamifero no humano
genéticamente modificado que no comprenda una secuencia de acido nucleico que en si misma codifique cualquiera
de los polipéptidos de la region constante de cadena pesada de Ig enddgenos. Las secuencias de 4cidos nucleicos
de una o mas regiones variables de IgH endégenas, de uno o mas segmentos D de IgH enddgenos, y de uno o mas
segmentos J de IgH enddgenos estaran presentes en la progenie, en algunos aspectos todas las secuencias de
acidos nucleicos endégenas de la region variable y del segmento D y J de IgH estaran presentes en la progenie.

La invencién proporciona un método para producir un mamifero no humano genéticamente modificado capaz de

expresar uno 0 mas genes exogenos, que se caracteriza por realizar un método de la invencion para obtener un

mamifero no humano genéticamente modificado de la invenciéon que no comprende una secuencia de acido nucleico

que en si misma codifique cualquiera de los polipéptidos del locus de la regién constante de cadena pesada de

inmunoglobulina endégenos, y cruzar dicho mamifero no humano genéticamente modificado de la invencién que no
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comprende una secuencia de acido nucleico que en si misma codifique cualquiera de los polipéptidos del locus de la
region constante de cadena pesada de inmunoglobulina endégenos, con un mamifero no humano compatible que
codifica y es capaz de expresar uno o mas genes exogenos, para obtener una progenie heterocigética para dicho
uno 0 Mas genes exogenos, y opcionalmente cruzar entre si la progenie heterocigética para producir una progenie
homocigética para dicho uno o més genes exdgenos.

Un gen exdgeno es un gen que es extrafio, es decir, no nativo, a la célula o al mamifero no humano hospedante.

Por tanto, la invencién puede emplearse para producir un mamifero no humano, que preferiblemente es un roedor,
mas preferiblemente un ratén, que es capaz de expresar un gen o genes de inmunoglobulina extrafios,
preferiblemente humanos, cruzando el mamifero no humano genéticamente modificado, segun se define en la
presente, que no es capaz de expresar genes C de IgH funcionalmente activos (endégenos), con un mamifero no
humano compatible, preferiblemente un roedor, mas preferiblemente un ratén, que es capaz de expresar uno o mas
genes C de IgH funcionalmente activos extrafios, preferiblemente humanos. Esto permite el intercambio
interespecifico de genes/loci para producir una progenie seleccionada (heterocigética u homocigética) con uno o
mas genes funcionalmente activos exégenos, preferiblemente humanos, de los rasgos deseados, en un entorno en
que los correspondientes genes del mamifero no humano estan silenciados o eliminados.

Se proporciona un método para producir una célula o un mamifero no humano genéticamente modificado capaz de
expresar uno 0 mas genes exégenos, que comprende la introduccion de uno o mas genes exdgenos en una célula
de mamifero no humano de la invencién que no comprende una secuencia de acido nucleico que en si misma
codifiqgue cualquiera de los polipéptidos de la regiéon constante de cadena pesada de inmunoglobulina endégenos.
Se prefiere que la célula de mamifero no humano sea una célula precursora embrionaria o un oocito. Cuando la
célula de mamifero no humano es una célula ES, se prefiere que dicho uno o mas genes exdgenos se introduzcan
mediante transfeccion. Cuando la célula de mamifero no humano es un oocito (célula huevo), se prefiere que dicho
uno o mas genes exdégenos se introduzcan mediante microinyeccion de ADN. Preferiblemente, dicho uno o mas
genes exdgenos se insertan en el genoma de la célula o el mamifero no humano, mas preferiblemente dicho uno o
mas genes exdgenos se insertan en una secuencia de recombinacion especifica de sitio no endogena.

Se proporciona un método alternativo para producir un mamifero no humano genéticamente modificado capaz de
expresar uno o mas genes exogenos, que comprende realizar un método de la invencion para obtener un mamifero
no humano de la invencién que no comprende una secuencia de acido nucleico que en si misma codifique
cualquiera de los polipéptidos de la regién constante de cadena pesada de inmunoglobulina endégenos, y en el que
estan presentes las secuencias de acidos nucleicos de una o mas regiones variables de IgH enddgenas, de uno o
mas segmentos D de IgH enddgenos y de uno o mas segmentos J de IgH enddégenos, y cruzar dicho mamifero no
humano obtenido de esta manera con un mamifero transgénico compatible que tenga uno o mas genes exégenos
asociados o flanqueados por una secuencia de recombinacion especifida de sitio no endégena y que tiene una
recombinasa activa en la secuencia de recombinacion especifica de sitio no endégena para obtener una progenie, y
opcionalmente seleccionar la progenie para la insercidon de uno o mas genes exdgenos.

Se proporciona otro método alternativo para producir un mamifero no humano genéticamente modificado capaz de
expresar uno o mas genes exogenos, que comprende realizar un método de la invencion para obtener un mamifero
no humano de la invencién que no comprende una secuencia de acido nucleico que en si misma codifique
cualquiera de los polipéptidos de la regidon constante de cadena pesada de inmunoglobulina endégenos, y en el que
todas las secuencias de acidos nucleicos de la region variable y del segmento D y J de IgH enddgenas estan
presentes, y cruzar dicho mamiferon no humano obtenido de esta manera con un mamifero transgénico compatible
que tiene uno o mas genes exogenos asociados o flanqueados por una secuencia de recombinacion especifica de
sitio no endogena y que tiene una recombinasa activa en la secuencia de recombinaciéon especifica de sitio no
enddgena para obtener una progenie, y opcionalmente seleccionar la progenie para la insercién de uno o mas genes
exogenos.

En los anteriores métodos para producir un mamifero no humano genéticamente modificado, o una célula de
mamifero no humano genéticamente modificada, capaz de expresar uno o mas genes exdgenos, se prefiere que la
secuencia de recombinacién especifica de sitio no endégena sea una secuencia loxP, y la insercién sea mediante
integracion Cre-loxP. EI mamifero no humano genéticamente modificado es preferiblemente un roedor, mas
preferiblemente un ratén.

Para proporcionar la produccion de proteinas de unién xenogeneicas (exdgenas) (por ejemplo, proteinas de
anticuerpo extrafias) en un hospedante, es necesario que el hospedante sea competente para proporcionar las
enzimas necesarias y otros factores implicados en la produccién de anticuerpos (por ejemplo, la maquinaria de
recombinacion celular), mientras que debe carecer de los genes enddgenos para la expresién de las subunidades de
IgC pesadas de inmunoglobulinas y, por tanto, no puede expresar los segmentos V, D y J remanentes después de la
redisposicion del ADN. Por tanto, estas enzimas y otros factores asociados con la redisposicion de la linea germinal,
el corte y empalme, la mutacién somatica y similares son preferiblemente funcionales en el hospedante. Sin
embargo, una regioén natural funcional que comprende los diversos exones asociados con la produccion de regiones
constantes de cadena pesada de inmunoglobulinas endégenas estara ausente/delecionada en ciertas realizaciones
de la invencion.
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En una estrategia de delecion y reemplazo, el material genético exdégeno para la insercion puede producirse a partir
de una fuente de mamifero, preferiblemente una fuente humana, o puede producirse de modo sintético. El material
puede codificar al menos parte de una inmunoglobulina conocida, o puede modificarse para que codifique al menos
parte de una inmunoglobulina alterada. Las técnicas adecuadas para estos procesos son muy conocidas.

En el caso de la estrategia de delecién y reemplazo, cuando la insercion de ADN xenogeneico es grande, pueden
insertarse loci de Ig completos (1-3 Mb). El uso de la estrategia de reemplazo de Cre-loxP entonces permitiria la
eliminacién del locus y la insercion de un locus distinto.

El gen o genes exdgenos son preferiblemente un gen de IgH o genes de IgH, mas preferiblemente un gen C de IgH
o genes C de IgH. El gen o genes exdégenos pueden ser un gen humano o genes humanos, preferiblemente el gen o
genes exdgenos son genes de la region constante de cadena pesada de Ilg humanos, mas preferiblemente un locus
de la region constante de cadena pesada de Ig humano, o un locus de cadena pesada de Ig humano, que tenga las
regiones V, D, J y/o C.

En el ser humano, el locus de cadena pesada de las inmunoglobulinas esta localizado en el cromosoma 14. En la
direccion 5’-3’ de la transcripcion, el locus comprende una gran agrupacion de genes de la regién variable (Vy), los
genes de la region de diversidad (D), seguido de los genes de la region de union (Ju) y la agrupacién de genes
constantes (Cy). Se calcula que el tamafo del locus es de aproximadamente 2.500 kilobases (kb). Durante el
desarrollo de las células B, segmentos génicos discontinuos del locus de IgH de la linea germinal se juxtaponen
mediante una redisposicion fisica del ADN. Para que pueda producirse un polipéptido de Ig de cadena pesada
funcional, deben unirse tres segmentos de ADN discontinuos, de las regiones Vy, D y Ju, de una manera secuencial
especifica, Vi a DJu, generando la unidad funcional VyDJn. Cuando VuDJy se ha formado se producen cadenas
pesadas especificas tras la transcripcion del locus de Ig, utilizando como molde la unidad VuDJuChx especifica que
comprende exones e intrones. Existen dos loci para las cadenas ligeras de Ig, el locus k sobre el cromosoma 2
humano, y el locus | sobre el cromosoma 22 humano. La estructura de los loci IgL es similar a la del locus IgH,
excepto que la region D no esta presente. Tras la redisposicion de IgH, se logra la redisposicion de un locus de
cadena ligera de una manera similar mediante la unién de V_ y J. a la cadena ko | . Los tamafios de los loci | y k
son cada uno de 1-3 Mb. La expresién de la IgH redispuesta y de una cadena ligera Igk o Igl en una célula B
particular permite la generacion de moléculas de anticuerpos.

Las regiones V, D, J y/o C del locus de la cadena pesada de Ig humanas pueden estar en la configuraciéon de la
linea germinal, o pueden disponerse productivamente. En la configuracion de la linea germinal, los exones estan
separados por secuencias intermedias, y asi la secuencia génica debe redisponerse para la expresion del gen o
genes. Cuando estan dispuestas productivamente, las secuencias intermedias se han eliminado de la secuencia
génica, y asi no es necesaria la redisposicion de la secuencia génica para la expresion del gen o genes.

Una célula o un mamifero no humano capaz de expresar uno o mas genes exdégenos, obtenidos mediante un
método descrito en la presente, pueden utilizarse para la producciéon de inmunoglobulinas exégenas, preferiblemente
de inmunoglobulinas humanas.

Una inmunoglobulina exdégena es una inmunoglobulina que no es nativa al mamifero o célula hospedante en el cual
se produce; en algunas realizaciones de la invencién se prefiere que la inmunoglobulina exdgena comprenda una
region variable de mamifero que no sea nativa al mamifero o célula hospedante en el cual se produce, y mas
preferiblemente la region variable de mamifero es una region variable humana.

Se ha descubierto que un mamifero no humano transgénico puede producir una inmunoglobulina quimérica o
extrafia (derivada de material genético exdgeno insertado) en respuesta a un inmundgeno posteriormente
introducido en el mamifero no humano transgénico. Por consiguiente, mediante la introducciéon de material genético
extrafio, por ejemplo humano, que codifica sustancialmente todas las regiones especificas de especie de una
inmunoglobulina, es posible estimular al mamifero no humano transgénico para que produzca una inmunoglobulina
extrafia contra cualquier antigeno introducido en el animal. El animal transgénico por tanto puede proporcionar una
fuente muy util, conveniente y valiosa de inmunoglobulinas humanas contra una amplia gama de antigenos.
Ademas, no existirian interferencias debidas a la expresién simultanea del polipéptido C de IgH endégeno.

Por consiguiente, la presente invencién proporciona un método para la produccion de una inmunoglobulina exégena,
que comprende un método para producir una célula o un mamifero no humano genéticamente modificado de la
invencion, que es capaz de expresar uno 0 mas genes exogenos, siendo la inmunoglobulina una inmunoglobulina
exogena con respecto al mamifero o la célula hospedante en el cual se produce. En un aspecto preferido, la
inmunoglobulina exégena comprende una region variable de mamifero que no es nativa al mamifero o la célula
hospedante en el cual se produce, mas preferiblemente la regién variable de mamifero es una regiéon variable
humana. En otro aspecto preferido, la inmunoglobulina exdgena es una inmunoglobulina humana.

Cuando se emplea un mamifero no humano en un uso o un método para la produccién de una inmunoglobulina
exogena, el mamifero no humano es preferiblemente un roedor, mas preferiblemente un ratén. Cuando se emplea
una célula de mamifero no humano en un uso o un método para la produccion de una inmunoglobulina exégena, la
célula de mamifero no humano es preferiblemente una célula de roedor, mas preferiblemente una célula de raton.
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También se proporciona un método para la produccién de un medicamento que comprende un método de la
invencion para la produccion de una inmunoglobulina exégena.

Descripcion de las figuras

La figura 1 ilustra la estrategia para la eliminacion del gen de la region constante de inmunoglobulinas de cadena
pesada. Se insert6 una secuencia loxP cadena arriba de un gen de un marcador seleccionable (puromicina) en el
gen C mas 5, y otro gen de un marcador seleccionable (neomicina) cadena arriba de una secuencia loxP se insertd
cadena abajo del gen C final y mas 3’ en el potenciador 3'. Tras la expresion de Cre, esta estrategia dio como
resultado la eliminacién de una regién de aproximadamente 200 kb con todos los genes C.

La figura 2 ilustra la construccién de transporte dirigido para la region 3’, proporcionandose a la izquierda los
digeridos de restriccion que confirman el ensamblaje correcto.

La figura 3 ilustra un ensayo de la transferencia Southern que muestra los fragmentos de la linea germinal (GL)
cuando se hibridan con la sonda 3’ext (externa) indicada. Las muestras con inactivacion (KO, “knock-out”) o
integracion homdloga producen otra banda Sad de aproximadamente 10 kb y BamHI de 4 kb, ademas de una banda
de la linea germinal mas débil para el alelo modificado.

Las figuras 4 y 5 indican que, tras la transfeccion de ZX3 (ZX3 es una denominacion interna de las células
precursoras embrionarias murinas producidas utilizando los métodos descritos por Hogan, B., R. Beddington, F.
Costantini, y E. Lacy, 1994, en Manipulating the mouse embryo, a laboratory manual, Cold Spring Harbor Laboratory
Press), se seleccionaron células precursoras embrionarias y se evaluaron, y a partir de 601 clones de células ES se
identifico un acontecimiento de transporte dirigido, el clon n® 355. A la izquierda de la figura 5 se muestran
posteriores analisis de la transferencia Southern del clon 355.

La figura 6 ilustra la construccion de transporte dirigido de Cmy el andlisis de la secuencia de loxP en las dos
construcciones de transporte dirigido, que verifican su orientacién correcta para permitir la eliminacion por delecién
mediada por Cre de todos los genes C.

La figura 7 ilustra el esquema para la integracioén dirigida y la delecion de la agrupacién de los genes C.

La figura 8 muestra el andlisis de la transferencia Southern de 355 homocigotos potenciales (3'E) derivados del clon
de ES 355 y su cruzamiento hasta la homocigosidad. La banda de aproximadamente 4 kb indica el acontecimiento
de transporte dirigido, la banda de aproximadamente 6,5 kb es la banda de la linea germinal, y ++ indica la
integracion dirigida en ambos alelos.

La figura 9 muestra el clon de células ES 355 que se utilizé para el transporte dirigido posterior con el vector de
transporte dirigido de Cm Las sondas externa se indican como A y B. Esto produce un acontecimento de transporte
dirigido dual, el clon 212.

La figura 10 muestra como se verificéd la integracion. El clon 212 porta dos integraciones dirigidas, cadena arriba y
cadena abajo de la agrupacion de genes C. La transfeccién de las células ES con un vector Cre permite el analisis
de la delecién y sugiere que ambos acontecimientos de transporte dirigido se produjeron sobre un alelo.

La figura 11 demuestra que los clones, después de la transfecciéon de Cre, parecen producir una banda de PCR
utilizando los cebadores 1 y 4 ilustrados en la figura 7. Sin embargo, permanece una banda que indica la integracion
dirigida, los cebadores 1 y 2. Esto puede indicar clones mixtos o que no se logra la eliminaciéon mediada por Cre-
loxP en todas las células de los clones.

La figura 12 muestra el analisis de PCR de ratones de transmisién de la linea germinal potenciales (seleccionados
por el color del pelo) para ambas integraciones dirigidas 3'E y m De forma inesperada, aproximadamente la mitad
del numero de ratones de transmisién de la linea germinal tenian un alelo que porta el acontecimiento de transporte
dirigido 5’ 0 3’, pero no ambos acontecimientos. De los 19 ratones, 6 fueron negativos, 7 positivos para la integracion
dirigida en 3'E, 5 positivos para la integraciéon dirigida en m y uno fue positivo para ambos acontecimientos de
transporte dirigido. Puesto que la transmisiéon de la linea germinal fue de aproximadamente 50% (la mitad de los
ratones con el color de pelo correcto no tenian la modificacidon diana), parece que las dos integraciones dirigidas
estan sobre un alelo, pero el estrecruzamiento con frecuencia separa las dos regiones.

La figura 13 muestra los resultados del analisis de PCR de un gran namero de ratones de transmision de la linea
germinal (seleccionados basandose en el color del pelo) que resulta en la identificacion de 7 ratones que portan
ambos acontecimientos de transporte dirigido 3’'E y m De 51 ratones, 22 fueron negativos, 14 positivos para la
integracion dirigida en 3'E, 7 positivos para la integracion dirigida en m y 7 fueron positivos para ambos
acontecimientos de transporte positivo 3'E 'y m

La figura 14 muestra el esquema para el andlisis de PCR de ratones IgHC-inactivados (delecién).

La figura 15 muestra los analisis de PCR de las crias de la primera y segunda generacion obtenidas tras cruzar los
13
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dosI ratones de transmision de la linea germinal que portan ambos acontecimientos de transmision dirigida, ™ y
s . +
3'E”, con animales Cre".

La figura 16 muestra los resultados del andlisis de citometria de flujo de células de médula 6sea y de bazo
procedente de ratones homocigoéticos CD (delecion de IgHC).

La figura 17 muestra (A) los resultados del analisis de la redisposicion de D-J y V-D-J mediante PCR, que se realizo
para ensayar la implicacion del locus IgH en la redisposicién del ADN procedente de células de la médula ésea, y (B)
analisis transcripcionales de RT-PCR de una sola etapa de ARN preparado a partir de células de médula 6sea y RT-
PCR de una sola etapa.

La figura 18 muestra los resultados de un ELISA realizado en suero de ratones F1, CDy mMT; en el suero de ratones
CD no se detectd la presencia de ninguna Ig ni de fracciones individuales de IgM, 1gG o IgA.

Ejemplos
Ejemplo 1: Preparacién de la construccion de transporte dirigido para la region Cm5’

Un banco de fago |, obtenido de ADN de células ES (precursoras embrionarias) E14 (Sambrook, Fritsch y Maniatis,
Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989) se hibridé con un fragmento
BamHI de 4,5 kb que comprende Cm(Zou et al., Int. Immunol., 13, 1489-1499, 2001). Se identificaron y
cartografiaron varios clones positivos. Los métodos de hibridacion estan bien documentados en la bibliografia y son
conocidos por los expertos en la técnica.

Se afiadié un sitio loxP al gen de puromicina (Tucker et al., Genes Dev., 10, 1008-1020, 1996) mediante PCR
(cebador oligonucleotidico directo BamHlI-loxP-puro: 5
TTTGGATCCATAACTTCGTATAATGTATGCTATACGAAGTTATCGACCTCGAAATTCTACCGGG 3 (SEQ ID NO:1)
y el cebador oligonucleotidico inverso Bcll-puro: 5 TTTGATCAGCTGATCTCGTTCTTCAGGC 3’ (SEQ ID NO:2) que
permiten la recuperacion de loxP-puro sobre un fragmento BamHI-Bcll).

Se unié el fragmento de aproximadamente 6,5 kb de JH3/4 a Cml y se unién el fragmento de aproximadamente 5,5
kb de Cn® a Cd con un gen de resistencia a puromicina-loxP sobre un fragmento BamHI-Bcll de aproximadamente 2
kb (véase la figura 6).

Se ensamblo la construccion de transporte dirigido para Cm(nf™) mediante la subclonacion de fragmentos BamHI-
Bglll en pUC19 (Invitrogen). El sitio EcoRI 3’ se sustituyd por Notl utilizando una digestion parcial y una insercion de
conector de extremo romo. En la construccién de transporte dirigido 5’ resultante para Cm se inserté una secuencia
loxP cadena arriba de un gen de un marcador seleccionable (puromicina) que estaba insertado en el gen Cm

Ejemplo 2: Preparaciéon de la construccion de transporte dirigido para la region a3’

El banco de fago | (véase anteriormente), obtenido de ADN de células ES (precursoras embrionarias) E14, se
hibridé con un fragmento Bglll de 3,5 kb que comprende el potenciador a3’ de rata (Petterson et al., Nature, 344,
165-168, 1990) y se identificaron y cartografiaron varios clones positivos.

La regién potenciadora a3’ sobre un fragmento Sacl de aproximadamente 9 kb se cloné en pUC19 y el sitio EcoRV
interno se cambid a Spcl mediante una digestion parcial y una insercién de conector de extremo romo. Este sitio
exclusivo permite la integracion de un gen de neomicina-loxP de aproximadamente 1,3 kb sobre un fragmento Nhel
compatible (véase la figura 2). Se afiadié un sitio loxP al gen de resistencia a la neomicina (Stratagene, La Jolla, CA)
mediante insercion de extremo romo de loxP procedente de pGEM-30 (Gu, H., Y.-R. Zou, y K. Rajewsky, Cell, 73,
1155-1164, 1993) y mediante insercién de oligonucledtidos (Sauer, Mol. Cell. Biol., 7, 2087-2096, 1987) en la
construccioén de transporte dirigido a3’ (3’E'°X) cadena abajo del gen de neomicina.

Ejemplo 3: Confirmacion de la orientacion de los sitios loxP

La orientacion correcta del sitio loxP en cada construccion de transporte dirigido se verific6 mediante secuenciacion
de ADN (véase la figura 6). Los sitios loxP deben estar en la misma orientacion lineal entre si de forma que pueda
obtenerse, tras la insercién dirigida de ambos sitios loxP, la eliminacién por delecién mediada por Cre. En este caso,
esto permite la eliminacién de ambos genes de marcadores seleccionables insertados y la region entre Cmy el
potenciador 3’a al final de la agrupacion de genes C.

Ejemplo 4: Preparacion de células ES

Se produjeron células ES ZX3, obtenidas a partir de la raza de ratén 129 sv, utilizando los métodos descritos en
Hogan, B., R. Beddington, F. Costantini, y E. Lacy, 1994, en Manipulating the mouse embryo, a laboratory manual,
Cold Spring Harbor Laboratory Press. ZX3 es una denominacion interna de estas células precursoras embrionarias
murinas obtenidas por Zou-Xiangang tras el 3% intento.
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Ejemplo 5: Transfeccion de células ES e hibridacion Southern

La construccion de transporte dirigido de Cmse linealizé utilizando BamHI y Notl, y la construccion de transporte
dirigido del potenciador a3’ se linealizd con Bglll y EcoRV (véase la figura 3). Para cada construccién por separado,
aproximadamente 10 ng del fragmento purificado (kit de purificacién n® 28304, Qiagen, Crawley, West Sussex, Reino
Unido) se mezclaron con aproximadamente 107 células ES ZX3, obtenidas a partir de la raza de ratén 129 sv, y se
sometieron a una electroporaciéon y a una seleccion seguin se ha descrito (Zou et al., Eur. J. Immunol., 25, 2154-
2162, 1995; Zou et al., Int. Immunol., 13, 1489-1499, 2001). Se prepard ADN procedente de clones resistentes a
G418 (Neo') para la construccion de potenciador a3’ y se analizo en analisis de la transferencia Southern segun se
ha descrito (Sambrook, Fritsch y Maniatis, Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory
Press, 1989). Esto permitio la identificacion de un clon en el que el transporte dirigido fue correcto (355) que se
utilizé para la introduccion de la construccion de Cmy la seleccion con puromicina, que produjo un clon en el que el
transporte dirigido fue correcto (212) identificado con la insercién correcta en Cmy el potenciador 3'a.

Las sondas de hibridacion fueron un fragmento EcoRV-Sacl externo 3’ de aproximadamente 0,4 kb para el
potenciador a3’ (véase la figura 5), y sondas externas 5’y 3’ para Cmdescritas en Zou et al., Int. Immunol., 13, 1489-
1499, 2001 (véanse las figuras 9 y 10). Estas fueron una sonda externa 5, un fragmento BamHI-Bglll de
aproximadamente 0,5 kb, y una sonda externa 3’ de 335 pb, obtenidas mediante PCR utilizando ADN plasmidico con
los siguientes oligonucleétidos: cebador directo 5 AACCTGACATGTTCCTCC 3 (SEQ ID NO:3) y cebador inverso
(5 GGGATTAGCTGAGTGTGG 3’ (SEQ ID NO:4). Las condiciones de PCR fueron de 95 °C durante 1 min, 58 °C
durante 1 min, y 72 °C durante 30 seg con 30 ciclos.

Se realizaron andlisis de la transferencia Southern como se indicé anteriormente, ofreciéndose los resultados en las
figuras 3, 4 y 5 que muestran los fragmentos de la linea germinal (GL) cuando se hibridan con la sonda 3’ext
(externa) indicada. Las muestras con integracion homoéloga o inactivadas (KO) producen otras bandas Sacl de
aproximadamente 10 kb y BamHI de aproximadamente 4 kb (3,8 kb), ademas de una banda de la linea germinal
mas débil para el alelo no modificado.

La figura 9 muestra los resultados del clon de células ES 355 que se utilizd para la posterior integracion del vector de
transporte dirigido de Cm Se realizé un analisis de la transferencia Southern utilizando la sonda B y la sonda A (no
se muestra) que identificé un acontecimiento de transporte dirigido doble, el clon 212.

Para la delecion mediada por Cre en la transfeccion transitoria, se mezclaron 10 ng del plasmido superenrollado
pBS185 (Gibco, n° de catalogo 10347-011) con 107 células ES en 0,8 ml de medio de células ES y se mantuvo a
temperatura ambiente durante 10 min. Después de la transferencia a una cubeta de separacion de electrodos de 0,4
cm (Bio-Rad, 65-2088) se aplicaron pulsos eléctricos dos veces a 230 V y 500 nF. Las células se cultivaron a 37 °C
durante 30 min y después se trasladaron en baja densidad a placas de 6 pocillos que contenian células
alimentadoras. Después de 8 a 10 dias en cultivo se recogieron los clones y se dividieron en partes iguales para
ensayar su supervivencia en un medio de seleccion. Aproximadamente 10% de los clones murieron y en sus
fracciones separadas se identificé la delecion mediante PCR y analisis de la transferencia Southern.

La figura 10 muestra como se verifico la integracion mediante andlisis de la transferencia Southern tal como se
describié anteriormente. El clon 212 porta dos integraciones dirigidas, cadena arriba y cadena abajo de la
agrupacion de genes C. La transfeccion de las células ES con el vector Cre permite la deleccion, que aumento la
banda de hibridacion resultante tal como se esperaba.

La eliminacién de los 8 genes de la region C en una region de aproximadamente 200 kb implico la integracion
dirigida de construcciones de homologia flanqueadas por loxP (M°X y 3’E'°X) en los exones 1y 2 de Cm con la
eliminacion de un fragmento Bglll-BamHI de 330 pb, y en el potenciador 3, localizado aproximadamente 15 kb
cadena abajo de Ca (figura 7). La integracién homologa se identificé mediante una hibridacion Southern utilizando
sondas externas (figura 10). Esto produjo, en una digestién Bglll y una hibridacion con la sonda 5’Jy, una banda de
la linea germinal de 8,3 kb y de transporte dirigido de 7,8 kb, mientras que la sonda 3’E identificé una banda de la
linea germinal de 11,2 kb y de transporte dirigido de 12,5 kb. Utilizando la sonda 3’E en una digestion BamHI se
identificd una banda de la linea germinal de 6,5 kb y de transporte dirigido de 4 kb. Para evaluar la eficacia de la
eliminacion del gen C mediada por Cre-loxP, se transfectd el plasmido de Cre pBS185 y se expres6 de forma
transitoria en células ES con transporte dirigido doble. Tras la delecién del gen C se obtuvo un fragmento Bglll de 15
kb cuando se hibrida con la sonda 5'Ju vy, por separado, con la sonda 3'E, y en una digestion BamHI se obtuvo un
fragmento de 11,5 kb con la sonda ‘3E. Estos descubrimientos estan de acuerdo con el mapa del locus. El analisis
de las colonias individuales mediante transferencia Southern y PCR, ofreciéndose ejemplos en la figura 10,
demuestra la delecidon del locus en aproximadamente 10% de los clones. Esté esta de acuerdo con la evaluacion
inicial de la captacion celular y la expresion del gen Cre que se verifico transfiriendo parte de cada colonia a un
medio selectivo en el que aproximadamente 1 de cada 10 clones muri6. El clon de células ES con transporte dirigido
doble 212 se empled para obtener ratones, puesto que una delecién in vitro puede obtenerse con facilidad, lo cual
sugiere que ambas modificaciones se integraron en el mismo alelo y que la delecion in vitro probablemente puede
lograrse cruzando los ratones de transmision de la linea germinal con los que expresan Cre [15].
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La verificacion de los dos acontecimientos de integracién dirigida cadena arriba (5° Cn) y cadena abajo (a3’) de la
agrupacion de genes C se confirmo en el clon 212 mediante una transfeccion transitoria de las células ES con el
vector Cre y un analisis de la delecién mediante PCR utilizando la pareja de cebadores 1-4 (véanse las figuras 7 y
14, para P1 y P4 véanse los ejemplos) que demuestra la delecion de la agrupacion de genes C y sugiere que la
integracion dirigida de las dos contrucciones se produjo sobre un alelo (véase la figura 11).

La figura 11 demuestra que los clones después de la transfeccion de Cre parecen producir una banda de PCR
utilizando los cebadores 1 y 4 ilustrados en las figuras 7 y 14, y en el ejemplo 8. Sin embargo, permanecié una
banda que indica la integracion dirigida, los cebadores 1 y 2. Esto puede indicar clones mixtos o que no se logra la
eliminacion mediada por Cre-loxP en todos las células del clon. Nétese que, puesto que esto no se observa en las
hibridaciones de transferencia Southern, figura 10, es probable que represente un nivel bajo de contaminacién
detectado por una amplificacion con PCR muy eficaz.

Ejemplo 6: Generacion de ratones y cruzamientos

Se inyectaron clones de células ES con acontecimientos de transporte dirigido (355 para el Unico acontecimiento de
transporte dirigido del potenciador a3’, integracion de 3E™enel potenciador a3’, y 212 para los acontecimientos de
transporte dirigido del potenciador a3’ (3'E™) y de 5 Cm(nf™)) en blastocistos de BALB/c, se transplantaron en
madres de acogida (C57BL/6 x CBA)F1 y se obtuvieron ratones quiméricos y de transmision de la linea germinal
segun se ha descrito (Hogan, B., R. Beddington, F. Costantini, y E. Lacy, 1994, Manipulating the mouse embryo, a
laboratory manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press). Los ratones después se analizaron mediante PCR como
se describe a continuacién y se obtuvieron, cruzaron e investigaron segun las normas de licencias de proyectos de
UK Home Office.

El cruzamiento de animales que portan ambos acontecimientos de transporte dirigido con ratones Cre (para los
métodos, véase la referencia 15, Zou et al. (2003)) produjo la delecion del locus.

Ejemplo 7: Analisis de la transferencia Southern de ratones de transmision de la linea germinal producidos a
partir del clon de ES 355

Se realiz6 un analisis de la transferencia Southern de ratones de transmision de la linea germinal producidos a partir
del clon de ES 355, con los ratones producidos a partir de estos cruzados hasta la homocigosidad, utilizando la
sonda E externa 3’ (C en la figura 7). La banda de aproximadamente 4 kb indica el acontecimiento de transporte
dirigido, la banda de aproximadamente 6,5 kb es la banda de la linea germinal, y ++ indica la integracion dirigida en
ambos alelos. Los resultados de la transferencia Southern se proporcionan en la figura 8.

Para la obtencion de ratones transgénicos que expresan la proteina Cre de forma ubicua se linealiz6 el plasmido de
Cre pBS185 (GibcoBRL, Life Technologies, Paisley, Reino Unido) con Scal y se purifico utilizando un kit de
purificacion de ADN (n° 28304, Qiagen, Crawley, West Sussex, Reino Unido). EI ADN se microinyecté en el
pronticleo masculino de embriones F1 (CBA x B57BI/6) segun métodos convencionales (Hogan, véase
anteriormente) y se produjeron varios fundadores, dos de los cuales mostraron una alta tasa de delecion de
genes/loci cuando se cruzan con ratones loxP.

La figura 12 muestra que, de forma inesperada, aproximadamente la mitad de los ratones de transmision de la linea
germinal obtenidos a partir del clon 212 tenian un alelo que porta el acontecimiento de transporte dirigido 5’ o 3’,
pero no ambos acontecimientos. Puesto que la transmision de la linea germinal fue de aproximadamente 50% (la
mitad de los ratones con el color de pelo correcto no tenian la modificacion especifica de sitio), parece que las dos
integraciones dirigidas estan sobre un alelo, pero el estrecruzamiento con frecuencia separa las dos regiones.

El analisis de un gran nimero de ratones mediante PCR identificé 7 ratones que portaban ambos acontecimientos
de transporte dirigido (figura 13). El cruzamiento de estos ratones con ratones que expresan Cre mostro la delecion
del locus, dando como resultado la produccion de un ratén con la delecién del agrupamiento de genes C de IgH en
un alelo.
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Ejemplo 8: Seleccion de PCR de ratones con inactivacion de C de IgH (delecion)

Cebadores

NOMBRE NOMBRE LONGITUD SECUENCIA (5'a 3’)

(J. Coadwell) (L. Ren)

P1V00818f.pri MIgHKO1F 27 pb AGAGCCCCCTGTCTGATAAGAATCTGG

P1 corresponde a SEQ ID NO:5, este es un cebador directo que se une a la regiéon m

P2 puromycinr.pri MIgHKO2R 23 pb TGGATGTGGAATGTGTGCGAGGC

P2 corresponde a SEQ ID NO:6, este es un cebador inverso que se une a la regién m

P3 neomycinf.pri MIgHKO3F 23 pb TGCTTTACGGTATCGCCGCTCCC

P3 corresponde a SEQ ID NO:7, este es un cebador directo que se une a la regiéon potenciadora 3'.

P4 X96607r.pri MIgHKO4R 22 pb GAGTCCCCATCCCCAAGGCTGG

P4 corresponde a SEQ ID NO:8, este es un cebador inverso que se une a la regiéon potenciadora 3'.

Métodos de PCR

Para cada una de las PCR utilizadas para la seleccion de ratones de inactivacion de IgH, las reacciones se
establecieron del siguiente modo:

Por cada 20 m de reaccion:

10 x tampén 20nm
dNTP 2 mM 2,0 m
cebador directo 20 mM 0,8 m
cebador inverso 20 mM 0,8 m
Taq preparada en el laboratorio 01
cola de ADN diluida 1,0 m
agua 13,3 m

Las parejas de cebadores directo e inverso utilizadas para cada tipo de PCR fueron:

i. PCR 212: MIgHKO1F (SEQ ID NO:5) y MIgHKO2R (SEQ ID NO:6)

ii. PCR 355: MIgHKO3F (SEQ ID NO:7) y MIgHKO4R (SEQ ID NO:8)

iii. PCR de deleciéon: MIgHKO1F (SEQ ID NO:5) y MIgHKO4R (SEQ ID NO:8)

El 10 x tampon utilizado fue KCI 500 mM, Tween 20 al 0,05%, Tris-Cl 100 mM, pH 9,0, MgClz 1,5 mM.

Las reacciones se realizaron como sigue: 5 minutos a 95 °C durante 1 ciclo, 30 segundos a 94 °C, después 45
segundos a la temperatura de hibridaciéon apropiada, seguido de 1 minuto a 72 °C para 30 ciclos, después 10
minutos a 72 °C para 1 ciclo. Tras lo cual las reacciones se mantuvieron a 6 °C hasta que se analizaron.

Las temperaturas de hibridacién utilizadas para cada tipo de reaccién fueron:
i. PCR212: 62 °C

ii. PCR 355: 62 °C

ii. PCR de delecion: 66 °C
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Ejemplo 9: El mosaicismo alélico se transmite a través de la linea germinal

Los resultados de cruzamiento para los dos primeros ratones de transmision de la linea germinal que portan ambos
acontecimientos de union, nf™ y 3'’E", con animales Cre" (12 generacion), y el posterior cruzamiento de ratones de
delecion de C (CD) para obtener animales homocigéticos sin genes C de IgH remanantes (22 generacion) se ilustra
en la tabla 1.

Tabla 1: Tasa de transmision de la integracion homologa y la delecion del locus

Genotipo: 12 generacion® Genotipo: 22 generacion®

integracion delecion n° (%) integracion delecion n° (%)

homdéloga homéloga

- + 0 (0) - + 4(11)

+ + 2067 + + 00)

+ - 24 (60) + - 10 (26)
tipo salvaje 14 (35) tipo salvaje 24 (63)

(a) Los ratones de transmisiéon de la linea germinal que portan ambos acontecimientos de unién (M°X y 3’E'°X) se
cruzaron con ratones Cre heterocigoéticos. De los 71 ratones de la primera generacion analizados mediante PCR, 40
fueron Cre’ y para estos animales se muestra la presencia de la integracién dirigida y la delecién del locus.

(b) Los ratones de delecién de la 12 generacion (*) se cruzaron después con ratones F1 normales, lo cual produjo 38
animales analizados mediante PCR con una delecion de locus o, por separado, los acontecimientos de transporte
dirigido o sin ninguna modificacion.

En los ratones de 12 generacion producidos, la transmision de Cre fue algo mejor que el 50% esperado, portando un
gran numero de ratones los acontecimientos de transporte dirigido. Esto implica que ambas integraciones dirigidas
se produjeron en un alelo, aunque el tamafio y la complejidad del locus de IgH impidié la determinacién de la union
cromosomica por medios moleculares. Sin embargo, en estos animales de la 12 generacién, CD sélo pudo lograrse
en dos ratones, que también mantuvieron las bandas de PCR para los acontecimientos de transporte dirigido (figura
15). Este nivel bajo de delecion mediada por Cre-loxP, acompafiado de un mosaicismo del locus, no fue evidente en
los cruzamientos previos utilizando los ratones Cre pBS185 [15]. Esto puede ser debido a una menor eficacia de
delecién en ratones heterocigéticos debido a unos niveles reducidos de Cre o, como alternativa, a la inaccesibilidad
del locus de IgH. Las combinaciones de cruzamiento de animales macho o hembra Cre* con ratones nf™*y 3'E'* no
cambiaron este resultado. No obstante, los descubrimientos sugieren que la delecién del locus puede lograrse pero
no con una alta eficacia en todas las células. Trabajando sobre la suposicion de que la delecion mediada por Cre-
loxP puede producirse operativamente temprano en el desarrollo fetal, esta resultd ser correcta, puesto que el
posterior cruzamiento de ratones que portan la delecion dirigida y los dos acontecimientos de integracion homéloga
produjo unas crias con la delecién transmitida y sin integracion dirigida remanente (figura 15, carril 4 y 5). La
frecuencia con que se obtuvieron ratones CD heterocigéticos a partir del cruzamiento de los fundadores mosaico fue
considerablemente menor que la transmision de las integraciones dirigidas e incluso el numero de ratones de tipo
salvaje, lo cual sugiere los siguientes acontecimientos. Un huevo fertilizado porta un alelo de tipo salvaje de IgH, un
alelo de IgH con transporte dirigido doble, y Cre integrado aleatoriamente en el genoma. La delecién mediada por
Cre funciona de manera desproporcionada, y en la etapa de 4 células sélo uno de los blastdmeros porta el alelo
delecionado y un alelo de tipo salvaje, mientras que los otros tres blastémeros portan cada uno un alelo de
transporte dirigido doble y un alelo de tipo salvaje. Este patrdn de distribucion se mantiene durante el desarrollo, y
tras la meiosis, 4 de 8 células germinales (50%) tienen el alelo de tipo salvaje, 3 de 8 (37,5%) el alelo de transporte
dirigido, y 1 de 8 (12,5%) la delecién. Aunque los nimeros en la tabla 1 son demasiado pequefios para corresponder
exactamente a este calculo, demuestran que la mayoria de los ratones de la 22 generacion son de tipo salvaje, que
el numero intermedio de ratones portan las integraciones dirigidas y que, a 11%, se encuentra una correspondencia
cercana para el numero de ratones CD, lo cual apoya en gran medida la prediccion de que la recombinacion
mediada por Cre puede ser desproporcionada en etapas tempranas del desarrollo.

Ejemplo 10: Analisis de PCR de la delecion y la redisposicion

La integracién homologa en Cmy el potenciador a3’ se identificd utilizando 2 conjuntos de oligonucleétidos (véase la
figura 1): (1) Cm directo (5 AGAGCCCCCTGTCTGATAAGAATCTGG 3’, SEQ ID NO:5), y (2) puro (5
TGGATGTGGAATGTGTGCGAGGC 3’, SEQ ID NO:6), produjeron un fragmento de aproximadamente 485 pb;
mientras que (3) neo (5 TGCTTTACGGTATCGCCGCTCCC 3, SEQ ID NO:7), y (4) 3E (¥
GAGTCCCCATCCCCAAGGCTGG 3’, SEQ ID NO:8) produjeron un fragmento de aproximadamente 500 pb. Tras la
eliminacion del gen C, los oligonucledtidos (1) y (4) produjeron una banda de delecién de aproximadamente 613 pb.
La presencia del transgén Cre y del gen g?a en el locus de IgH enddgeno se identificd utilizando los siguientes
oligonucleétidos: Cre directo 5 GGACATGTTCAGGGATCGCCAGG 3, SEQ ID NO:9, y Cre inverso 5

18




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2386 545 T3

GATAGCTGGCTGGTGGCAGATGG 3, SEQ ID NO:10, y Ra directo 5
GGCTGGGATGGGCATAAGGATAAAGGTC 3, SEQ ID NO:11, y una mezcla 1:1 de ¢2a® inverso 5’
GTAGCTATTTCTTTCCACCCAGTTCTTC 3, SEQ ID NO:12, y pa® inverso 5

GAAAAGACTTCCTCTTTCCCAAGTGCTC 3’, SEQ ID NO:13, que fueron especifico de alotipo. Las condiciones de
PCR ¢éptimas fueron de 94 °C durante 45 sg, 60 °C (Cre, g2a) o 62 °C (Cmpuro, neo-3'E) 0 66 °C (Cm3’E) durante 1
min o0 45 sg (Cre), y 72 °C durante 45 sg con 30 ciclos, seguido de 10 min a 72 °C para completar la reaccién.

Para el analisis de la redisposicion de D-J y V-D-J se preparé ADN y ARN a partir de células de la médula 6sea
utilizando el reactivo Tri (Sigma) y el sistema de RT-PCR One-Step (Invitrogen, Life Technologies). Se emplearon
combinaciones de los siguientes oligonucledtidos: una mezcla 1:1 de DF (5 GCATGTCTCAAAGCACAATG 3, SEQ
ID NO:14) y DQ52 (5° ACCCTGGACACAGGAAACAC 3, SEQ ID NO:15) cebadores directos; una mezcla 1:1 de
VJ558L (5 ATGGGATGGAGCTGGATCTT 3, SEQ ID NO:16) y VJ558CL (5 ATGGAATGGAGCTGGGTCTT 3/,
SEQ ID NO:17) cebadores directos; cebador inverso JH1-4 (5 GAGACDGTGASHRDRGTBCCTKSRCC 3’, SEQ ID
NO:18conR=A+G, K=G+T,H=A+T+C,B=G+T+C,yD=G+A+T);ylamina B1, un gen expresado de
forma ubicua como control, lamina para 5 GTATGAGGCGGCACTAAACTCTAA 3’, SEQ ID NO:19, y una mezcla 1:1
de ADN genomico de lamina inverso 5 GAAGCCACTGAAGAACACAAATAG 3, SEQ ID NO:20, y ADNc de lamina
inverso 5 TACGAAACTCCAAGTCCTCAGTAA 3’, SEQ ID NO:21. Las condiciones de la PCR fueron de 35 ciclos de
92 °C durante 15 sg, 60 °C durante 30 sg, y 72 °C durante 40 sg, y las condiciones de la RT-PCR fueron 30 min a 50
°C, y 2 min a 94 °C, seguido de 35 ciclos de 92 °C durante 15 sg, 50 °C durante 30 sg, y 72 °C durante 40 sg,
seguido de 10 min a 72 °C para completar la reaccion.

Ejemplo 11: Bloqueo en el desarrollo en la etapa preB-|

Para investigar la capacidad en el desarrollo de la poblacién de linfocitos en ratones CD homocigéticos se analizaron
células de la médula 6sea y de bazo mediante citometria de flujo (figura 16).

Analisis de citometria de flujo

Se prepararon suspensiones de células de médula 6sea y de bazo a partir de ratones normales F1 (C57/BL6 x
CBA), ratones nmMT (ratones mutantes homocigdticos mMT™ (C ) [11]) y ratones de delecion de CD. Se tifieron
células de médula ésea con cuatro combinaciones de colores (véase la figura 4) con el c-kit anti-ratéon conjugado con
PE (CD117, 09995B, BD PharMingen, San Diego, CA), CD45R anti-ratén conjugado con APC (B220, 01129A, BD
PharMingen), CD25 anti-raton conjugado con biotina (01092A, BD PharMingen), IgM anti-ratén de rata monoclonal
conjugado con FITC (especifico de la cadena m 04-6811, Zymed, San Francisco, CA), CD43 anti-ratén conjugado
con biotina (01602D, BD PharMingen), IgD anti-ratén conjugado con FITC (02214D, BD PharMingen), y/o cadena L
de Igk anti-ratén conjugado con PE (559940, BD PharMingen). Las células de bazo se tifieron con CD45R anti-ratén
conjugado con APC, IgM anti-ratén conjugado con biotina (especifico de la cadena m 02082D, BD PharMingen), Igk
anti-ratén conjugado con PE y CD21/CD35 anti-raton conjugado con FITC (CR2/CR1, 553818, BD PharMingen). Las
reacciones con anticuerpos conjugados con biotina posteriormente se incubaron con estreptavidina conjugada con
Tri-color (SA10006, Caltag). Las células se analizaron en un FACSVantage y se utilizé CELLQuest para el analisis
de los datos.

Para la tincion de la superficie celular, se emplearon anticuerpos marcados contra el marcador B220 de pancélulas B
(CD45R) en combinacién con anticuerpos que permiten la identificacion de las diversas etapas de diferenciacion
sucesivas en el desarrollo de las células B. En la médula 6sea (figura 16A), esto demostré que las poblaciones en la
etapa progenitora y precursora, pro- y precélulas B c-kit' B220 " y precélulas B CD43" B220", se mantienen, pero
desaparecen los linfocitos B220" mas maduros. La ausencia de una gran poblacién de células B B220" es
similarmente pronunciada en ratones CDy nMT con exones de membrana alterados [16] y se establece en la etapa
preB-Il con la ausencia de células B CD25" que normalmente expresan un preBCR con una cadena H my una
cadena L sustituta. La eliminacién de la agrupacion de genes C conduce a la desaparicion completa de células B
inmaduras y maduras que expresan la cadena Hy L de Ig, y la tincion de la cadena L de IgM, IgD, Igk de superficie y
células B maduras CD21/35 positivas (figura 16B) revela su total ausencia.

Ejemplo 12: Inactividad transcripcional a pesar de la redisposicion del ADN

La conservacion de unos niveles normales de procélulas B en ratones CD sugiere que pueden mantenerse
acontecimientos de diferenciacion tempranos. Para ensayar la implicacion del locus de IgH en la redisposicion del
ADN, se preparé ADN de células de la médula 6sea y se analiz6 la redisposicion de D-J y V-D-J mediante PCR.
Para la region entre DQ52 y Ju, un fragmento de aproximadamente 1200 pb indica la configuracion de la linea
germinal, mientras que las bandas de amplificacién de tamafio menor son el producto de una recombinacién D-Ju y
Vu-D-Jy exitosa. En ratones CD se identificé una extensa redisposicién del ADN para la uniones D-J mas tempranas
en el desarrollo, asi como para la recombinacion de V-D-J (figura 17A). Se predicen unos fragmentos de PCR de
aproximadamente 500 pb para la redisposicion D-J y >300 pb para V-D-J, representando las bandas mas grandes
amplificaciones aun presentes de Jy distales remanentes después de la recombinacion. Los ratones CD producen
bandas del intervalo de tamafio esperado, que tenian un patrén e intensidad similares a los encontrados en ratones
normales y ratones mMT analizados en paralelo. Para los analisis transcripcionales se preparé ARN a partir de
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células de la médula ésea, y una RT-PCR de una sola etapa que emplea ARN procedente de aproximadamente 10°
células por reaccion revelé que se produjeron pocas o ninguna transcripciones de cadena H redispuesta en ratones
CD (figura 17B). El bajo nivel de transcripcion remanente puede venir indicado por las bandas débiles en algunas de
las reacciones o, como alternativa, esto puede representar el fondo debido a la baja rigurosidad de las reacciones o
los oligonucleodtidos utilizados para la amplificacion. Sin embargo, la utilizacion de ARN de ratones normales, asi
como de ratones nMT, produjo bandas de RT-PCR discernibles del intervalo de tamafio esperado que establecen
una marcada diferencia después de la redisposicion de ADN de cadena H entre ratones nMT que muestran una
transcripcion de la cadena H totalmente funcional y ratones CD con una cadena H transcripcionalmente silenciosa.
Los inventores repitieron los anadlisis de PCR y RT-PCR con aproximadamente 10° y aproximadamente 5 x 10°
células de médula 6sea CD43" B220 ", respectivamente, clasificadas mediante citometria de flujo. Se obtuvieron
bandas diferenciadas pero patrones menos diversos en ratones normales y nMT, pero de nuevo los ratones CD no
produjeron productos de RT-PCR (los datos no se muestran). Una amplificacion mediante PCR de lamina B1, un
gen expresado de forma ubicua utilizado como control, produjo un fragmento genémico de aproximadamente 433 pb
y un producto de ADNc de aproximadamente 215 pb, identificados en todos los ratones.

El descubrimiento de que los ratones CD son transcripcionalmente inactivos concuerda con su falta de anticuerpos
SEéricos.

ELISA

Fueron capturados anticuerpos séricos mediante ELISA [33] sobre placas Falcon (353911, Becton Dickinson)
revestidas con 50 m de anti-IgM 10 ng/ml (especifico de la cadena ) (Sigma M-8644), anti-IgG (especifico de la
cadena g) (Binding Site AU272), anti-IgA (especifico de la cadena a) (Sigman M-8769) o cadena L k anti-raton
(Sigma K-2132). El anticuerpo unido se identificd utilizando anti-lg biotinilado (dilucion 1/500, Amersham RPN 1001)
o anti-k (dilucién 1/200, Zymed 04-6640), seguido de una dilucion 1/200 de peroxidasa de rabano conjugada con
estreptavidina (Amersham 1052). Se midi6 la Asg> en un Titertek Multiskan MCC/340.

En el ELISA no se encontré la presencia de ninguna Ig ni de fracciones individuales de IgM, 1gG o IgA en el suero de
ratones CD (figura 18), mientras que la expresion de Ig en ratones nMT parece ser similar a los niveles de expresion
previamente indicados [12-14]. El defecto en la produccion de Ig, reenfatizado por la falta de Igk, demuestra que
ningun fragmento de cadena H de anticuerpo ni cadenas L por si solas estan siendo expresados en ratones CD.

La insercion dirigida de sitios loxP, 5’ y 3’ de la agrupacion de genes Ch, permite la eliminacion mediada por Cre de
una region de aproximadamente 200 kb que produce una linea de raton deficiente en Ig. Aunque se logré la delecion
in vitro con la eficacia esperada mediante la expresion transitoria de Cre, la eliminacién de genes C in vivo mediante
el cruzamiento con ratones que expresan Cre de forma ubicua resultd dificil. Como resultado, y a pesar de la
transmision normal del transgén Cre, pocos animales portan la delecidon del gen C (véase la tabla 1). Esta falta de
eficacia no se observa cuando se eliminan aproximadamente 400 kb del locus de la cadena L de Igl mediante un
cruzamiento con la linea de ratén Cre [15,17 y ENSEMBL Mouse Release 17.30.1 (ensamblaje NCBI 30)] y no esta
claro por qué se producen diferentes niveles de eficacia en los dos loci de Ig diana. En la primera generaciéon de
ratones que portan la delecién del gen C (camadas de ratones Cre* cruzados con ratones ™ 3’E'°X), analizados
mediante PCR de la cola de ADN, a la banda de delecion siempre le acompafa la presencia de bandas para los
acontecimientos de transporte dirigido. Un problema con la eficacia de la recombinacion mediada por Cre se ha
relacionado con su promotor y se ha demostrado que el promotor inmediato temprano principal del citomegalovirus
(CMV) humano, utilizado en los ratones Cre de la invenciéon, es menos eficaz que el promotor de CMV murino
equivalente [18]. Tanto la expresién ubicua como la expresién condicional del gen Cre muestra una variacion en la
eficacia [19,20] y esto puede explicar por qué la delecidon mediada por Cre del locus del gen C sdélo pudo lograrse
con éxito en una proporcion variada de células y tejidos que producen un patrén de mosaico. No obstante, la
delecion del gen C puede lograrse de forma temprana para asegurar un desarrollo modificado de la linea germinal
que permita la producciéon mediante cruzamiento de ratones homocigéticos sin genes C remanentes.

Los experimentos demuestran que la eliminacién de todos los genes C silencia el locus de IgH a nivel
transcripcional, pero no en la etapa de redisposicion del ADN. Esto impica que la activacién del locus se mantiene
totalmente vy, en efecto, los niveles de células B tempranas en la etapa de diferenciacion de pro- a precélulas B, c-
kit' B220" y CD43" B220", son comparables a los de los ratones normales. No obstante, con la falta de células
CD43" B220" (véase la figura 16), se logra un bloqueo completo en el desarrollo en la etapa de preB-Il cuando las
cadenas H de Ig redispuestas deben transcribirse y expresarse. La tincién de poblaciones de células B de médula
6sea y bazo con anticuerpos especificos para marcadores de diferenciacion revela un patréon de desarrollo muy
similar para ratones nMT y CD que también se confirma a nivel de ADN, en el que ambas razas muestran una
extensa redisposicion (referencia 14 y figura 17). Sin embargo, con respecto a la expresion de Ig existen diferencias
fundamentales entre las razas CDy nMT que no son evidentes utilizando un analisis de citometria de flujo del
desarrollo de células B, en el que las poblaciones pequefas de células B madura pueden escapar a la deteccion. El
hecho de que estas células B maduras estén presentes en la médula 6sea de ratones mMT, pero no en ratones CD,
se hace evidente en reacciones de RT-PCR. En este caso, los ratones CD parecen no producir transcripciones de
IgH, que estén presentes en abundancia en células de la médula ésea de ratones nMT. Para excluir cualquier
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accidente, se produjo ADNc para la identificacion de las transcripciones de Ig con cebadores Ju internos. Esto evitod
la amplificacion selectiva del ARN poliadenilado, un producto de cadena H poco probable en ratones CD que
carecen de la regién 3’ no traducida fundamental para el procesamiento y la expresion de ARN. La expresion de Ig
puede identificarse en el suero de ratones nMT, pero no en ratones CD, que muestran una falta completa de Ig en
ELISA. Esto establecié que, con la eliminacién de todos los genes C, el locus de IgH se hace completamente
inoperativo a nivel transcripcional después de completar la redisposicién del ADN. De manera inesperada, los
inventores han identificado una cantidad significativa de IgG en el suero de los animales nMT a niveles que no se
habian observado en ratones nMT del entorno C57BL/6 [14]. Una razén puede ser que los ratones mMT mantenidos
como una colonia de cria durante mucho tiempo han perdido el entorno B57BL/6, y asi permiten la expresion de IgG
[12,13]. Sin embargo, los niveles intermedios de IgA de los ratones nMT son bastante similares a los niveles
indicados para mMT en el entorno C57BL/6, y el analisis de los ratones individuales mostré que no pueden
alcanzarse los niveles de tipo salvaje del entorno BALB/c, al igual que en nMT [12,13] (los datos no se muestran).

Con respecto a otras estrategias de silenciamiento de la cadena H, la eliminacién de agrupaciones de segmentos de
genes, tales como todos los genes V, D, J o C, parece garantizar la insuficiendia del locus. Esto se ha demostrado
en ratones con delecion de Ju, en los que también se ha indicado un bloqueo en el desarrollo de células B en la
etapa de precursores de CD43" [9,21], y se descubrié la falta de transcripciones de mdesde el alelo que porta la
delecion [10]. Un locus de la cadena H disfuncional silencia la expresion de la cadena L, y aunque el locus de Igk
puede redisponerse al mismo tiempo, o incluso antes que el locus de IgH, sélo se expresa una cadena L
productivamente redispuesta tras la produccion de la cadena H ([22] y [9] y las referencias citadas alli). En ratones
con delecién de Ju, la redisposicién de Ck en poblaciones de células clasificadas B220" CD43" es bastante similar a
los niveles del tipo salvaje, mientras que solo puede detectarse un nivel bajo de transcripciones de la linea germinal
en un analisis de la transferencia Northern [9]. Por el contrario, la eliminaciéon de Cm el primer gen C expresado y
considerado fundamental para dirigir el desarrollo de células B, no produce ratones silenciosos en cadena H [1]. Una
probable razén para ello es que la funciéon de un gen C puede ser reemplazada por otro. En ratones con deleccion
de Cm esto se logra con Cd, y en la sustitucion de Cg2a, un gen C quizds menos importante mas cadena abajo,
otros Cg asumen la responsabilidad [4]. De manera similar, la eliminaciéon de Cd fue bien tolerada y quizas
compensada por un aumento en la expresioén de Igm[2]. La suposicion de que la maduracion de células B después
de la redisposicién del ADN puede depender de manera crucial de la expresion de Igmsurgié de modelos de ratones
transgénicos, en los que en las estrategias iniciales, Cmera el unico gen C en un locus de IgH introducido en la
configuracion de la linea germinal ([23] y las referencias citadas alli). Sin embargo, esto no implica que otros genes
C, por ejemplo Cg no puedan iniciar procesos del desarrollo similares, que podrian ser desentrafiados cuando se
produzcan ratones con deleciones de Cmy Cd. La sugerencia de que quizas un sistema inmunologico mas primitivo
o evolutivamente antiguo pueda estar funcionando surge de la observacion de que la IgA se expresa en ratones nMT
silenciados [14], y de que los anticuerpos con sélo cadenas H de camélidos no parece que sobrepasen la etapa de
células precursoras de Igm[24,25]. Esto puede ensayarse en ratones CD mediante la insercién de genes dirigida
mediada por Cre-loxP.
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<211>64

<212> ADN
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<210> 2
<211> 28
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agagccccct gtctgataag aatctgg

<210>6
<211>23
<212> ADN
<213> Artificial

<400> 6

tggatgtgga atgtgtgcga ggc
<210>7

<211>23

<212> ADN
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<400>7
tgctttacgg tatcgccgct ccc
<210> 8
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<212> ADN
<213> Artificial
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<400~ 8

gagtccccat ccccaagget gg
<210>9

<211>23

<212> ADN

<213> Artificial

<400>9

ggacatgttc agggatcgcc agg
<210>10
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<213> Artificial

<400> 10

gatagctggc tggtggcaga tag
<210> 11
<211> 28
<212> ADN
<213> Artificial

<400> 11
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<210> 12

<211> 28

<212> ADN

<213> Atrtificial

<400> 12
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<210> 13
<211> 28
<212> ADN
<213> Atrtificial
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gaaaagactt cctctttccc aagtgctc

<210> 14
<211>20
<212> ADN
<213> Artificial

<400> 14

gcatgtctca aagcacaatg
<210> 15

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<400> 15
accctggaca caggaaacac
<210> 16
<211> 20

<212> ADN
<213> Artificial

<400> 16
atgggatgga gctggatctt
<210> 17
<211> 20
<212> ADN
<213> Atrtificial

<400> 17
atggaatgga gctgggtctt

<210> 18
<211> 26
<212> ADN
<213> Artificial
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<400> 18
gagacdgtga shrdrgtbcc tksrcc 26
<210> 19
<211> 24

<212> ADN
<213> Artificial

<400> 19
gtatgaggcg gcactaaact ctaa 24

<210> 20
<211> 24
<212> ADN
<213> Artificial

<400> 20
gaagccactg aagaacacaa atag 24
<210> 21
<211> 24

<212> ADN
<213> Artificial

<400> 21

tacgaaactc caagtcctca gtaa 24
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REIVINDICACIONES

1.- Una célula o un mamifero no humano genéticamente modificado, que se caracteriza porque no comprende una
secuencia de acido nucleico que en si misma codifique cualquiera de los polipéptidos del locus de la region
constante de cadena pesada de inmunoglobulinas enddgenos, y porque estan presentes las secuencias de acidos
nucleicos de una o mas regiones variables de IgH enddgenas, de uno o0 mas segmentos D de IgH enddgenos, y de
uno o mas segmentos J de IgH endégenos.

2.- Una célula o un mamifero no humano genéticamente modificado, que se caracteriza porque no comprende una
secuencia de acido nucleico que en si misma codifique cualquiera de los polipéptidos del locus de la region
constante de cadena pesada de inmunoglobulinas endégenos, y porque estan presentes todas las secuencias de
acidos nucleicos de la regién variable y del segmento D y J de IgH enddgenas.

3.- Una célula o un mamifero no humano genéticamente modificado segun la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2,
que se caracteriza porque no comprende una secuencia de acido nucleico que en si misma codifique cualquiera de
los polipéptidos de la regién constante de cadena pesada de inmunoglobulinas (C de IgH).

4.- Una célula o un mamifero no humano genéticamente modificado segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3,
que se caracteriza porque todas las secuencias de genes de la region constante de cadena pesada de
inmunoglobulinas estan ausentes o parcialmente ausentes del genoma.

5.- Una célula o un mamifero no humano genéticamente modificado segun cualquiera de las reivindicaciones
anteriores, que se caracteriza porque puede obtenerse o se obtiene mediante la delecion dirigida de todas o
fundamentalmente todas las secuencias del gen C de IgH enddgenas.

6.- Una célula o un mamifero no humano genéticamente modificado segun cualquiera de las reivindicaciones
anteriores, que se caracteriza porque puede obtenerse o se obtiene mediante una recombinacion Cre-loxP.

7.- Una célula o un mamifero no humano genéticamente modificado segun cualquiera de las reivindicaciones
anteriores, que se caracteriza porque al menos parte de al menos una secuencia potenciadora del gen C de IgH esta
presente.

8.- Una célula o un mamifero no humano genéticamente modificado segun cualquiera de las reivindicaciones
anteriores, que se caracteriza porque una secuencia de recombinacidon especifica de sitio no endégena esta
presente dentro del genoma.

9.- Una célula o un mamifero no humano genéticamente modificado, que se caracteriza porque tiene una secuencia
de recombinacién especifica de sitio no endégena cadena abajo o dentro del ultimo gen del locus C de IgH.

10.- Una célula o un mamifero no humano genéticamente modificado segun la reivindicaciéon 9, que se caracteriza
porque tiene otra secuencia de recombinacién especifica de sitio no endégena cadena arriba o dentro del primer gen
del locus C de IgH.

11.- Una célula o un mamifero no humano genéticamente modificado segun cualquiera de las reivindicaciones
anteriores, que se caracteriza porque uno o mas marcadores seleccionables estan presentes dentro del genoma.

12.- Una célula o un mamifero no humano genéticamente modificado segun la reivindicacién 9, que se caracteriza
porque al menos un marcador seleccionable estd presente cadena arriba o cadena abajo de la secuencia de
recombinacion especifica de sitio no endégena.

13.- Una célula o un mamifero no humano genéticamente modificado segun la reivindicaciéon 10, que se caracteriza
porque al menos un marcador seleccionable esta integrado dentro del genoma cadena arriba y/o cadena abajo de al
menos una secuencia de recombinacién especifica de sitio no endégena.

14.- Una célula o un mamifero no humano genéticamente modificado segun cualquiera de las reivindicaciones 11 a
13, que se caracteriza porque el marcador o marcadores seleccionables son uno o mas de los marcadores
seleccionables seleccionados del grupo que comprende un gen de resistencia a la neomicina, un gen de resistencia
a la puromicina, y un gen de resistencia a la higromicina.

15.- Una célula o un mamifero no humano genéticamente modificado segin cualquiera de las reivindicaciones 7 a
14, que se caracteriza porque la secuencia de recombinacién especifica de sitio no endégena es un sitio loxP.

16.- Un mamifero no humano genéticamente modificado segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que se
caracteriza porque es un raton.

17.- Una célula no humana genéticamente modificada segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15, que se
caracteriza porque es una célula de raton.

18.- Un ratén genéticamente modificado segun la reivindicacién 16, o una célula de ratén genéticamente modificada
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segun la reivindicacién 17, que se caracteriza porque los ocho genes C de IgH endégenos, m d, g3, g1, Q?a, 2b, ey
a estan ausentes o parcialmente ausentes.

19.- Una célula no humana genéticamente modificada segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15, o las
reivindicaciones 17 o 18, que se caracteriza porque es una célula precursora embrionaria.

20.- Un método para producir una célula no humana genéticamente modificada, que comprende:

(a) (i) transfectar una célula no humana con una construccién de transporte dirigido para la integraciéon cadena arriba
o dentro del primer gen C de IgH del locus C de IgH, comprendiendo dicha construccion de transporte dirigido una
secuencia de recombinacion especifica de sitio no enddgena y un marcador seleccionable, seleccionar una célula en
la que el marcador seleccionable esta presente, y evaluar dicha célula para la integracion de la secuencia de
recombinacion, y

(ii) transfectar una célula producida en (a) (i) con una construccién de transporte dirigido para la integraciéon cadena
abajo o dentro del ultimo gen C de IgH del locus C de IgH, comprendiendo dicha construccién de transporte dirigido
un marcador seleccionable y una secuencia de recombinacion especifica de sitio no enddgena, seleccionar una
célula en la que el marcador seleccionable esta presente, y evaluar dicha célula para la integracion de la secuencia
de recombinacién; o

(b) (i) transfectar una célula no humana con una construccion de transporte dirigido para la integracion cadena abajo
o dentro del ultimo gen C de IgH del locus C de IgH, comprendiendo dicha construcciéon de transporte dirigido una
secuencia de recombinacion especifica de sitio no endégena y un marcador seleccionable, seleccionar una célula en
la que el marcador seleccionable esta presente, y evaluar dicha célula para la integracion de la secuencia de
recombinacion, y

(ii) transfectar una célula producida en (b) (i) con una construccion de transporte dirigido para la integracion cadena
arriba o dentro del primer gen C de IgH del locus C de IgH, comprendiendo dicha construccion de transporte dirigido
una secuencia de recombinacion especifica de sitio no endégena y un marcador seleccionable, seleccionar una
célula en la que el marcador seleccionable esta presente, y evaluar dicha célula para la integracién de la secuencia
de recombinacién; o

(c) cotransfectar una célula no humana con una construccion de transporte dirigido para la integracion cadena arriba
o dentro del primer gen C de IgH del locus C de IgH, y con una construccion de transporte dirigido para la
integracion cadena abajo o dentro del ultimo gen C de IgH del locus C de IgH, comprendiendo cada una de dichas
construcciones de transporte dirigido una secuencia de recombinacién especifica de sitio no endégena y teniendo
cada una un marcador seleccionable, seleccionar una célula en la que el marcador o marcadores seleccionables
estan presentes, y evaluar dicha célula para la integracién de la secuencia de recombinacion; y opcionalmente,

(d) proporcionar a una célula obtenida en (a) (ii), (b) (i) o (c) una recombinasa activa en la secuencia de
recombinacion especifica de sitio no endégena, y opcionalmente evaluar para acontecimientos de delecion.

21.- Un método segun la reivindicacion 20, que se caracteriza porque la secuencia de recombinacion especifica de
sitio no enddgena es un sitio loxP.

22.- Un método segun la reivindicacion 21, que se caracteriza porque, en la etapa opcional (d), la recombinasa es
una recombinasa Cre.

23.- Un método segun cualquiera de las reivindicaciones 20 a 22, que se caracteriza porque la recombinasa se
proporciona mediante un vector de expresion.

24.- Un método segun cualquiera de las reivindicaciones 20 a 23, que se caracteriza porque la célula no humana
genéticamente modificada es una célula de raton.

25.- Un método segun cualquiera de las reivindicaciones 20 a 24, que se caracteriza porque la célula no humana
genéticamente modificada es una célula precursora embrionaria.

26.- El uso de una célula precursora embrionaria de la reivindicacion 19 para la produccion de un mamifero no
humano genéticamente modificado.

27.- Un método para producir un mamifero no humano genéticamente modificado, que se caracteriza porque una
célula precursora embrionaria de la reivindicacion 19 se introduce en un blastocito hospedante y se desarrolla en un
animal quimérico.

28.- Un método segun la reivindicacion 27, que se caracteriza por:

(a) introducir una célula precursora embrionaria de mamifero no humano segun la reivindicacion 19 en un blastocito
de mamifero no humano compatible; y
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(b) transplantar el blastocito obtenido en (a) a una madre de acogida que es un mamifero no humano compatible
para obtener un mamifero no humano quimérico, y opcionalmente seleccionar el marcador o marcadores
seleccionables y/o la secuencia o secuencias de recombinacion especifica de sitio no enddgenas y/o la delecion de
fundamentalmente todas las secuencias del gen C de IgH enddgenas.

29.- Un método para producir un mamifero no humano genéticamente modificado que se caracteriza por realizar un
método de la reivindicacion 27 o 28 para obtener un mamifero no humano quimérico, y cruzar dicho mamifero no
humano quimérico para obtener una progenie heterocigotica.

30.- Un método para producir un mamifero no humano genéticamente modificado que se caracteriza por realizar un
método de la reivindicacidbn 29 para obtener una progenie heterocigética, y cruzar entre si dicha progenia
heterocigoética para obtener una progenie homocigatica.

31.- Un método para producir un mamifero no humano genéticamente modificado que se caracteriza por realizar un
método de la reivindicacion 30 para obtener un mamifero no humano genéticamente modificado homocigético para
la integraciéon de una secuencia de recombinacion especifica de sitio no endégena cadena arriba o dentro del primer
gen C de IgH del locus C de IgH, y cruzar dicho mamifero no humano genéticamente modificado homocigoético para
la integracion de una secuencia de recombinacion especifica de sitio no endégena cadena arriba o dentro del primer
gen C de IgH del locus C de IgH, con un mamifero no humano genéticamente modificado compatible homocigético
para la integracion de una secuencia de recombinacién especifica de sitio no endégena cadena abajo o dentro del
ultimo gen C de IgH del locus C de IgH, para obtener una progenie heterocigotica, y opcionalmente cruzar entre si la
progenie heterocigoética para obtener una progenie homocigoética para ambas integraciones.

32.- Un método segun la reivindicacion 31, que se caracteriza porque comprende ademas cruzar la progenie
homocigética para ambas integraciones con un mamifero no humano compatible capaz de expresar una
recombinasa activa en la secuencia de recombinacion especifica de sitio no endégena para obtener una progenie; y
opcionalmente seleccionar la progenie obtenida para la delecién del gen C de IgH.

33.- Un método segun la reivindicacion 31 o la reivindicacion 32, que se caracteriza porque la secuencia o
secuencias de recombinacion especifica de sitio no endégenas son sitios loxP.

34.- Un método segun la reivindicacion 33, que se caracteriza porque la recombinasa es una recombinasa Cre.

35.- Un método segun la reivindicacion 33, que se caracteriza porque comprende ademas cruzar la progenie
heterocigética u homocigética para loxP en ambos loci con un mamifero no humano compatible capaz de expresar la
recombinasa Cre para obtener una progenie de mamiferos no humanos que no comprenda una secuencia de acido
nucleico que en si misma codifique cualquiera de los polipéptidos de la regién constante de cadena pesada de Ig
enddgenos en uno o ambos alelos.

36.- Un método segun una cualquiera de las reivindicaciones 32 a 35, que se caracteriza porque las secuencias de
acidos nucleicos de una o mas regiones variables de IgH enddégenas, de uno o mas segmentos D de IgH
enddogenos, y de uno o mas segmentos J de IgH endégenos estan presentes en la progenie.

37.- Un método segun una cualquiera de las reivindicaciones 32 a 36, que se caracteriza porque todas las
secuencias de acidos nucleicos de la regién variable y del segmento D y J de IgH enddgenas estan presentes en la
progenie.

38.- Un método para producir un mamifero no humano genéticamente modificado capaz de expresar uno o mas
genes exdgenos, que se caracteriza por realizar un método de una cualquiera de las reivindicaciones 35 a 37 para
obtener un mamifero no humano genéticamente modificado segun las reivindicaciones 1 a 7, o las reivindicaciones
10 a 16, o la reivindicacion 18, que no comprende una secuencia de acido nucleico que en si misma codifique
cualquiera de los polipéptidos de la region constante de cadena pesada de inmunoglobulinas endoégenos, y cruzar
dicho mamifero no humano genéticamente modificado segun las reivindicaciones 1 a 7, o las reivindicaciones 10 a
16, o la reivindicacién 18, con un mamifero no humano compatible que codifica y es capaz de expresar uno o mas
genes exdgenos, para obtener una progenie heterocigética para dicho uno o mas genes exdégenos, y opcionalmente
cruzar entre si la progenie heterocigética para producir una progenie homocigética para dicho uno o mas genes
exogenos.

39.- Un método para producir una célula o un mamifero no humano genéticamente modificado capaz de expresar
uno 0 mas genes exogenos, que se caracteriza porque comprende la introducciéon de uno o mas genes exégenos en
una célula de mamifero no humano segun las reivindicaciones 1 a 7, o las reivindicaciones 10 a 15, o las
reivindicaciones 17 o 18, que no comprende una secuencia de acido nucleico que en si misma codifique cualquiera
de los polipéptidos de la region constante de cadena pesada de inmunoglobulinas endégenos.

40.- Un método segun la reivindicacion 39, que se caracteriza porque la célula de mamifero no humana es una
célula precursora embrionaria.

41.- Un método segun la reivindicacion 40, que se caracteriza porque dicho uno o mas genes exdgenos se
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introducen mediante transfeccion.

42.- Un método segun la reivindicacion 39, que se caracteriza porque la célula de mamifero no humana es un oocito
(célula huevo).

43.- Un método segun la reivindicacion 42, que se caracteriza porque dicho uno 0 mas genes exdgenos se
introducen mediante microinyeccion de ADN.

44 .- Un método segun cualquiera de las reivindicaciones 39 a 43, que se caracteriza porque dicho uno 0 mas genes
exogenos se insertan en el genoma de la célula o del mamifero no humano.

45.- Un método segun la reivindicacion 44, que se caracteriza porque dicho uno 0 mas genes exdégenos se insertan
en una secuencia de recombinacion especifica de sitio no endégena.

46.- Un método para producir un mamifero no humano genéticamente modificado capaz de expresar uno o mas
genes exogenos, que se caracteriza por realizar un método segun una cualquiera de las reivindicaciones 35 a 37
para obtener un mamifero no humano que no comprende una secuencia de acido nucleico que en si misma
codifique cualquiera de los polipéptidos de la region constante de cadena pesada de inmunoglobulinas endégenos, y
porque estan presentes las secuencias de acidos nucleicos de una o mas regiones variables de IgH enddgenas, de
uno o mas segmentos D de IgH enddgenos, y de uno o mas segmentos J de IgH enddgenos, y cruzar dicho
mamifero no humano obtenido de este modo con un mamifero transgénico no humano que tiene uno o mas genes
exogenos asociados o flanqueados por una secuencia de recombinacion especifica de sitio no endégena y que tiene
una recombinasa activa en la secuencia de recombinacion especifica de sitio no endégena, para obtener una
progenie, y opcionalmente seleccionar la progenie para la insercion de dicho uno o mas genes exdgenos.

47.- Un método para producir un mamifero no humano genéticamente modificado capaz de expresar uno o mas
genes exdgenos, que se caracteriza por realizar un método segun una cualquiera de las reivindicaciones 35 a 37
para obtener un mamifero no humano que no comprende una secuencia de acido nucleico que en si misma
codifique cualquiera de los polipéptidos de la regiéon constante de cadena pesada de inmunoglobulinas endégenos, y
porque estan presentes todas las secuencias de acidos nucleicos de la region variable, los segmentos D y J de IgH
enddgenas, y cruzar dicho mamifero no humano obtenido de este modo con un mamifero transgénico no humano
que tiene uno o mas genes exogenos asociados o flanqueados por una secuencia de recombinacion especifica de
sitio no endogena y que tiene una recombinasa activa en la secuencia de recombinacién especifica de sitio no
enddgena, para obtener una progenie, y opcionalmente seleccionar la progenie para la insercion de dicho uno o mas
genes exdgenos.

48.- Un método segun cualquiera de las reivindicaciones 43 a 47, que se caracteriza porque la secuencia de
recombinacién especifica de sitio no endégena es una secuencia loxP, y la insercién es mediante integracion de
Cre-loxP.

49.- Un método segun cualquiera de las reivindicaciones 38 a 48, que se caracteriza porque el mamifero no humano
genéticamente modificado es un ratén.

50.- Un método segun cualquiera de las reivindicaciones 38 a 49, que se caracteriza porque el gen o genes
exégenos son un gen de IgH o genes de IgH.

51.- Un método segun la reivindicacion 50, que se caracteriza porque el gen o genes de IgH son un gen C de IgH o
genes C de IgH.

52.- Un método segun cualquiera de las reivindicaciones 38 a 51, que se caracteriza porque el gen o genes
exdégenos son un gen humano o genes humanos.

53.- Un método segun una cualquiera de las reivindicaciones 38 a 52, que se caracteriza porque los genes
exogenos son un locus de cadena pesada de Ilg humano que tiene regiones V, D, J y/o C.

54.- Un método segun la reivindicacion 53, en el que las regiones V, D, J y/o C del locus de cadena pesada de Ig
humano estan en la configuracion de la linea germinal.

55.- Un método segun la reivindicacion 53, en el que las regiones V, D, J y/o C del locus de cadena pesada de Ig
humano estén productivamente dispuestas.

56.- Un método para la produccién de inmunoglobulinas exdgenas que comprende un método segun una cualquiera
de las reivindicaciones 38 a 55.

57.- Un método para la producciéon de inmunoglobulinas humanas que comprende un método segun una cualquiera
de las reivindicaciones 38 a 55.

58.- Un método segun la reivindicacion 56 o 57, en el que el mamifero no humano es un roedor.
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59.- Un método segun la reivindicacion 56 o 57, en el que el mamifero no humano es un raton.

60.- Un método segun cualquiera de las reivindicaciones 56 o 57, en el que la célula no humana es una célula de
roedor.

61.- Un método segun la reivindicacién 56 o 57, en el que la célula no humana es una célula de raton.

62.- Un método para la produccion de un medicamento que comprende un método segun una cualquiera de las
reivindicaciones 56 a 61.
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