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DESCRIPCION
Animales transgénicos que comprenden un sistema inmunitario humanizado
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a animales transgénicos no humanos capaces de producir receptores de células T
(TCRs) humanos funcionales, moléculas heterélogas del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC) y moléculas
correceptoras, asi como a métodos y transgenes para producir los animales transgénicos. Los animales y proteinas
heterélogas producidos son utiles para una variedad de aplicaciones, incluyendo el desarrollo de nuevos
compuestos terapéuticos y vacunas.

Antecedentes de la invencion

La industria biofarmacéutica se ha construido sobre el éxito del desarrollo de agentes proteicos como compuestos
terapéuticos, por ejemplo para tratar enfermedades en seres humanos y animales. El desarrollo de compuestos
biofarmacéuticos ha estado conducido por el uso de tecnologia de ADN recombinante o ingenieria genética para
clonar y expresar las proteinas de interés y manipular mediante ingenieria su fabricacién a escala comercial. El
campo ha evolucionado hasta el punto en el que se reconoce y acepta que las proteinas producidas para uso en
seres humanos deberian contener tanta mas secuencia humana como sea posible para asegurarse que el
compuesto terapéutico proteico sera menos probable que provoque una respuesta de anticuerpo en el paciente
tratado. Esto ha conducido a una serie de desarrollos para producir proteinas mas completamente humanas.

El sistema de respuesta inmunitaria humano es un sistema de defensa muy complejo y eficiente frente a organismos
invasores. Recientemente, ha habido un aumento de interés en el uso de componentes del sistema inmunitario del
propio cuerpo como agentes terapéuticos para modular o inducir un ataque inmunitario en un estado de enfermedad,
o para inhibir un ataque en un trastorno autoinmunitario. Las moléculas terapéuticas que imitan a componentes del
sistema inmunitario nativos se integrarian en los mecanismos de defensa naturales del cuerpo y de este modo
proporcionarian un método eficiente de tratamiento para tales enfermedades. Como resultado de tales esfuerzos, se
ha desarrollado recientemente un ndmero de productos de anticuerpos, y se han aprobado como compuestos
terapéuticos para uso humano. Muchos de estos se desarrollaron originalmente como anticuerpos monoclonales
murinos; sin embargo, los anticuerpos murinos provocan generalmente una respuesta de anticuerpo anti-raton de
humano (HAMA) en la que el sistema inmunitario del paciente produce anticuerpos frente al anticuerpo terapéutico.
En respuesta a tales efectos, se desarrollaron métodos para crear anticuerpos quiméricos o anticuerpos
“humanizados”, en los que las regiones constantes murinas o las regiones de armazén del anticuerpo se
sustituyeron por secuencias humanas. Otro enfoque ha sido crear animales transgénicos en los que los genes de los
anticuerpos murinos se han suprimido o inactivado y se han sustituido por genes de anticuerpos humanos (Lonberg
y Kay, patente US 5.877.397, Kucherlapati et al. US 6.150.584 A, Abgenix Inc. documento WO 98/24893 A2). Estos
animales transgénicos son capaces de producir anticuerpos humanos en respuesta a la vacunacion.

Las células T son las células efectoras primarias implicadas en la respuesta celular. Al igual que los anticuerpos se
han desarrollado como compuestos terapéuticos, (TCRs), los receptores sobre la superficie de las células T, que les
dan su especificidad, tienen ventajas unicas como plataforma para desarrollar compuestos terapéuticos. Aunque los
anticuerpos estan limitados para el reconocimiento de patdégenos en la sangre y espacios extracelulares, o para
dianas proteicas sobre la superficie celular, los TCRs reconocen antigenos presentados por moléculas de MHC
sobre las superficies de las células (incluyendo antigenos derivados de proteinas intracelulares). Dependiendo del
subtipo de células T que reconocen el antigeno presentado y se activan, los TCRs y los TCRs que poseen células T
participan en el control de diversas respuestas inmunitarias. Por ejemplo, las células T auxiliares estan implicadas en
la regulacion de la respuesta inmunitaria humoral a través de la induccion de la diferenciacion de células B en
células que segregan anticuerpos. Ademas, las células T auxiliares activadas inician respuestas inmunitarias
mediadas por células mediante células T citotdxicas. De este modo, los TCRs reconocen especificamente dianas
que no son vistas normalmente por anticuerpos, y también disparan a las células T que poseen para iniciar una
amplia variedad de respuestas inmunitarias.

Una célula T reconoce un antigeno presentado sobre las superficies de las células por medio de los TCRs
expresados sobre su superficie celular. Los TCRs son heterodimeros enlazados mediante disulfuro, consistiendo la
mayoria en glucoproteinas de cadenas o y B. Las células T usan mecanismos de recombinacién para generar
diversidad en sus moléculas receptoras similares a aquellos mecanismos para generar diversidad de anticuerpos
que operan en células B (Janeway y Travers, Immunobiology 1997). Similar a los genes inmunoglobulinicos, los
genes de TCR estan compuestos de segmentos que se reordenan durante el desarrollo de las células T. Los
polipéptidos de TCR consisten en regiones variables, constantes, transmembranicas y citoplasmicas. Mientras que
la region transmembranica ancla la proteina, y la regién intracelular participa en la sefalizacion cuando el receptor
esta ocupado, la regioén variable es responsable del reconocimiento especifico de un antigeno, y la region constante
mantiene la superficie de unién de la region variable. La cadena o de TCR contiene regiones variables codificadas
por segmentos variables (V) y de unién (J) solamente, mientras que la cadena 3 contiene segmentos de diversidad
(D) adicionales.
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Los segmentos V, D y J de las cadenas de PCR estan presentes en multiples copias en ADN de la linea germinal.
La diversidad del repertorio de células T y la capacidad para reconocer diversos antigenos se genera a través de un
proceso de recombinacion al azar que da como resultado la unién de un miembro de cada familia de segmentos
para generar una uUnica molécula que codifica una Unica cadena o o B de TCR. Aunque este proceso de
reordenamiento se produce en ambos alelos en la célula T, la exclusién alélica da como resultado s6lo un TCR
expresado por célula T (Janeway y Travers, Immunobiology, 1997).

Un TCR reconoce un antigeno peptidico presentado sobre las superficies de células presentadoras de antigenos en
el contexto de moléculas auto-(MHC). Dos tipos diferentes de moléculas del MHC reconocidas por TCRs estan
implicados en la presentacion de antigenos. Las moléculas del MHC de clase | y las moléculas del MHC de clase II.
Los subconjuntos de células T maduras se definen por las moléculas correceptoras que expresan. Estos
correceptores actdan conjuntamente con los TCRs en el reconocimiento del complejo de MHC-antigeno y la
activacion de la célula T. Las células T auxiliares maduras reconocen antigeno en el contexto de moléculas del MHC
clase ll, y se distinguen por tener el correceptor CD4. Las células T citotdxicas reconocen antigeno en el contexto de
determinantes del MHC clase |, y se distinguen por tener el correceptor CD8.

Debido a la especificidad de los TCRs y su capacidad para reconocer diversas amenazas e iniciar una respuesta
inmunitaria natural, actualmente los TCRs se estan evaluando para uso como una plataforma para desarrollar
compuestos terapéuticos. En un ejemplo, los TCRs humanos se conjugan quimicamente a un farmaco contra el
cancer, a fin de usar la especificidad del TCR para guiar y suministrar el farmaco a células que el TCR puede
reconocer. En otro ejemplo, el gen de TCR se fusiona genéticamente (o se conjuga quimicamente) a una proteina
bioldgicamente activa (por ejemplo citocina, quimiocina o linfocina), y de este modo suministra o dirige el agente
activo hacia el sitio de accién por medio de la especificidad de TCR. En un tercer ejemplo, los TCRs estan enlazados
a un anticuerpo especifico para un tipo celular, de manera que el anticuerpo puede reclutar una célula efectora y
dirigir o guiar a la célula efectora hacia la vecindad de la célula diana, que el TCR reconoce. En un ejemplo
adicional, se ha desarrollado una estirpe celular de hibridoma de célula T murina que carece de cadenas de TCR
enddgenas, que expresa las regiones variables o y B y la region constante p humana (Chung S. et al., Proc. Natl.
Acad. Sci., 1994). En todavia otro ejemplo, se han desarrollado ratones transgénicos que contienen un Unico gen de
cadena B de TCR humano reordenado, que es especifico para un péptido particular (Rothe J. et al., International
Immunology, 1993; Viney J.L. et al., Hybridoma, 1992).

Las complicaciones encontradas cuando se usan anticuerpos no humanos como compuestos terapéuticos
proporcionan justificacion amplia para el deseo de usar TCRs humanos como la base para compuestos terapéuticos
de TCR para uso humano. Los TCRs humanos deberian reducir significativamente las oportunidades de desarrollar
una respuesta de anticuerpo frente al compuesto terapéutico a base de TCR, y mejorar las interacciones funcionales
necesarias para el inicio de una respuesta inmunitaria eficiente y deseada mediada por células. De este modo, una
consecuencia de los esfuerzos de desarrollar compuestos terapéuticos a base de TCR es un interés en tener los
medios para provocar la produccion de TCRs humanos apropiados para uso en el desarrollo de tales compuestos
terapéuticos.

Un método actual para aislar TCRs que reconocen y reaccionan con un antigeno deseado se basa en vacunar un
hospedante con una proteina o péptido antigénico a fin de provocar una respuesta de célula T, o encontrar una
fuente inmunizada naturalmente que exprese células T adecuadas. Una vez que se crea o se identifica una fuente
apropiada, las células T especificas para el antigeno deseado se pueden propagar, inmortalizar y seleccionar para
identificar un TCR apropiado.

Los actuales enfoques para la identificacion y produccion de TCRs humanos presentan dificultades para grupos que
requieran receptores muy especificos. Estos enfoques son medios laboriosos, caros y que consumen tiempo para
identificar y producir TCRs deseados. Adicionalmente, los enfoques descritos no siempre dan como resultado la
seleccion de los TCRs que pueden reconocer efectivamente un antigeno especifico de interés. Ademas, hay
limitaciones obvias en el uso de vacunaciones experimentales a fin de provocar respuestas de células T humanas.
Finalmente, los TCRs que reconocen autoantigenos (los autoantigenos son sobreexpresados a menudo en células
cancerosas) no se encuentran a menudo en abundancia debido a efectos de tolerancia.

Una limitacién adicional de los actuales enfoques es el aislamiento de TCRs especificos de afinidad elevada. La
generacion de moléculas de TCR humanas, independientes de correceptores, puede dar como resultado TCRs de
afinidad elevada que serian mas eficaces reconociendo y participando en interacciones funcionales con péptido
antigénico presentado en el contexto de moléculas del MHC humanas.

A la vista de lo anterior, es manifiesto que existe la necesidad de un método para obtener moléculas de TCR
humanas que sean funcionales, que reconozcan antigenos especificos de interés, y que se puedan producir
facilmente y en cantidades significativas. Por lo tanto, seria deseable tener métodos para manipular mediante
ingenieria la produccion eficiente de TCRs heteroélogos.

Sumario de la invencién
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La presente invencion se refiere a animales no humanos transgénicos y a métodos para obtenerlos que son capaces
de producir TCR humano con un repertorio de TCR sustanciales, que comprenden loci de receptores de células T
endodgenos inactivados que son loci de receptores de cadenas o y B; y transgenes contenidos en su genoma
compuestos de loci de receptores de células T humanos que son loci de receptores de cadenas o y B3, en el que
dichos loci de receptores de células T humanos no estan reordenados. Tales animales transgénicos son capaces de
producir un repertorio de células T que expresan TCRs humanos. La inmunizacion del animal transgénico con una
proteina o péptido de interés permite la produccion de células T especificas para ese antigeno. Ademas, la invencion
proporciona la produccién de TCRs independientes de correceptores que producen moléculas de afinidad elevada,
eficientes y discriminatorias capaces de participar efectivamente en interacciones funcionales.

En un aspecto de la invencion, los animales no humanos transgénicos tienen loci de TCRs enddgenos inactivados
que son loci de receptores de cadenas a y p y poseen en el genoma transgenes que codifican loci de TCRs
humanos heterdlogos que son loci de receptores de cadenas o y 3. Los loci de TCRs inactivados son las cadenas o
y B de TCRs enddgenos que se pueden inactivar a través de una interrupcion funcional que puede incluir la
supresion de una cualquiera de las regiones V, D, J o C. Como alternativa, la interrupcién funcional puede incluir
mutaciones o supresiones de regiones reguladoras tales como la region promotora del gen.

Los transgenes heterdlogos del animal codifican loci o y B no reordenados del TCR humano que son capaces de
sufrir reordenamiento funcional de los genes V, D, J o C de los loci de manera que el animal transgénico es capaz
de producir TCRs humanos funcionales que son necesarios para la modulacién de células T. Los animales no
humanos transgénicos de la invencidon también son capaces de producir un repertorio de TCRs humanos que se
unen a antigenos particulares con especificidad y afinidad elevada.

En una realizacion, el animal transgénico no humano también posee en el genoma al menos un transgén que tiene
secuencias de genes del MHC humanos (HLA) contenidos en el transgén. El transgén puede contener una porcion
de genes HLA, tal como HLA-A2. Mas preferiblemente, el transgén puede contener todos los genes HLA humanos
para las moléculas del MHC clase | o del MHC clase Il. Todavia mas preferiblemente, el animal transgénico no
humano portara transgenes que contienen secuencias de todos los genes del MHC humanos, clase | y clase Il, de
manera que el animal tendra la capacidad para producir una amplia variedad de moléculas del MHC para permitir la
presentacion de una variedad de péptidos antigénicos a las células T. Los genes que codifican MHC contenidos en
los transgenes pueden estar no reordenados, parcialmente reordenados, o completamente reordenados con
respecto a la secuencia de la linea germinal del locus, en tanto que se obtenga apropiadamente en el animal
transgénico la expresion de las moléculas deseadas. Los TCRs de cadenas a y B heterélogos producidos por los
animales facilitan el reconocimiento y reaccion de la célula T con el complejo que presenta molécula del MHC
heterdloga-antigeno a fin de iniciar una respuesta inmunitaria frente al antigeno.

Otra realizacion de la invencion incluye al menos un gen que codifica uno de los dos tipos de moléculas
correceptoras que estan incluidas en el genoma de los animales transgénicos descritos anteriormente.
Preferiblemente, el animal transgénico poseera y expresara genes para ambos correceptores CD4 y CD8. La
presencia de correceptores expresados facilita adicionalmente la respuesta de células T generada por antigeno
presentado por molécula del MHC heterdlogo. Los correceptores incorporados en el complejo de TCR heterélogo
reconocen de forma diferencial moléculas del MHC (complejos CD4-TCR reconocen preferentemente complejos del
MHC clase Il, mientras que los complejos CD8-TCR reconocen preferentemente complejos del MHC clase 1), estan
altamente sensibilizados a complejos del MHC que presentan antigeno, e inician respuesta inmunitaria frente al
antigeno de manera mas eficiente que los complejos del TCR solos.

Las moléculas heterélogas producidas, tales como TCRs o MHCs, son moléculas humanas. Sin embargo, las
moléculas heterdlogas derivadas de otras fuentes pueden servir para fines analogos. Por ejemplo, las moléculas
heterdlogas derivadas de un animal particular tal como un perro o un caballo, por ejemplo, se pueden usar para el
desarrollo de compuestos terapéuticos veterinarios.

Un hospedante de animal transgénico no humano preferido para la presente invencion es un ratén; sin embargo,
cualquier animal que se pueda manipular transgénicamente y tenga un sistema inmunitario capaz de llevar a cabo
los sucesos de recombinacion y expresion requeridos de la presente invencion puede servir como hospedante de
animal transgénico no humano. Los animales adicionalmente preferidos incluyen, pero no se limitan a, rata,
chimpancé, otros primates, cabra, cerdo, o pez cebra.

Otro aspecto de la invencion incluye métodos para producir animales transgénicos no humanos capaces de producir
TCR humano con un repertorio de TCR sustancial. La inactivacion de loci de receptores de células T endégenos que
son loci de receptores de cadenas a. y B, y la insercidon de transgenes que codifican loci de receptores de células T
humanos heterélogos, que son loci de cadenas o y B, son necesarias para la produccion de los animales. Esto se
puede lograr mediante un numero de etapas. Un animal se puede producir a partir de un embrién no humano o
célula madre embridnica que haya tenido los loci de TCR endégenos, que son loci de cadenas a y B funcionalmente
interrumpidos y posean transgenes que contienen loci de TCR o y  humanos heterélogos.

Los loci endégenos interrumpidos de animales no humanos comprenden ademas en realizaciones preferidas loci del
MHC de clase |, del MHC de clase Il, CD4 y/o CD8. Los genes enddgenos se pueden interrumpir a través de uno
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cualquiera de un numero de medios. Preferiblemente, la interrupcién se puede producir mediante la incorporacion
por recombinacion homologa de secuencias seleccionadoras de dianas que interrumpen la secuencia especifica
para el locus. En el locus o 0 B de TCR, esto puede incluir seleccionar como diana una supresion de secuencias
requeridas, tales como las regiones V, D, J, o C. Como alternativa, las interrupciones seleccionadas como dianas
pueden provocar una mutacion o supresion en el promotor u otra secuencia reguladora que da como resultado una
interrupcién funcional del locus. Otro método preferido puede incluir el uso del sistema de recombinacién cre-lox o
métodos antisentido para provocar una interrupcion funcional de la expresién del locus.

Los transgenes portados por los animales comprenden ademas en realizaciones preferidas transgenes que
contienen loci del MHC clase | y/o del MHC clase Il heterdlogos, y/o genes CD4 y CD8. Los transgenes que
contienen loci de TCR heterdlogos engloban las secuencias de linea germinal de las regiones V, D, y/o J, y C de las
cadenas o y B de los loci de TCR. Las secuencias no estan reordenadas, a fin de permitir la produccion de diversas
especies de TCRs. Los transgenes también pueden incluir secuencias reguladoras de los loci, a fin de mantener el
funcionamiento del transgén. Las secuencias reguladoras pueden derivar de la misma fuente heteréloga que las
secuencias génicas. Como alternativa, las secuencias reguladoras pueden derivar de la especie endoégena.

Otro método preferido para producir los animales transgénicos no humanos incluye la creacion de animales
transgénicos no humanos a partir de embriones no humanos o de células madre embridnicas no humanas que
tienen un locus interrumpido o un transgén insertado. La creacion del animal transgénico no humano consiste
entonces en reproducir un animal con una interrupcién con otro animal que contiene la misma interrupcioén para crear
animales de progenie que son homocigotos para la interrupcion. Con la creacion de los homocigotos, estos animales
se reproducen con animales homocigotos que tienen otra interrupcion deseada, y se selecciona la progenie que
tiene interrupciones dobles homocigotas. De forma similar, se crean animales que poseen dos transgenes
reproduciendo animales que poseen cada uno en sus respectivos genomas un transgén de interés. Un animal que
posee interrupciones y transgenes enddgenos se puede producir mediante la reproduccion de los animales
seleccionados que poseen interrupciones homocigotas con animales que tienen los transgenes contenidos en su
genoma, y su progenie se puede seleccionar para que tenga mutaciones dobles homocigotas y que posea
transgenes de interés. No es necesario llevar a cabo las etapas de reproduccion en el orden mencionado
anteriormente. Antes bien, la reproduccion de los animales se puede llevar a cabo en cualquier orden en tanto que
se obtenga la seleccion del genotipo deseado en los animales de la progenie.

Las moléculas de acido nucleico sirven como constructos transgénicos que codifican moléculas heteroélogas.

Los transgenes de la invencion incluyen constructos de TCR y/o MHC heterdlogos. Constructos transgénicos
adicionales incluyen los correceptores CD4 y/o CD8.

Los transgenes de la invencion incluyen un transgén de cadena 3 de TCR que comprende ADN que codifica al
menos un segmento génico V, al menos un segmento génico D, al menos un segmento génico J y al menos un
segmento génico de la region C. La invencion también incluye un transgén de cadena o de TCR que comprende
ADN que codifica al menos un segmento génico V, al menos un segmento génico J y al menos un segmento génico
de la region C. Los segmentos génicos que codifican los segmentos génicos de las cadenas o y  son heterélogos
para el animal no humano transgénico, por cuanto que derivan de, o corresponden a, secuencias de ADN de linea
germinal de segmentos génicos o y B de TCR procedentes de una especie que no consiste en el animal hospedante
no humano.

En una realizacién de la invencion, los transgenes de TCR a y B heterélogos comprenden fragmentos relativamente
grandes de ADN heterélogo no reordenado (es decir, no reordenado para codificar una cadena o o f de TCR
funcional). Preferiblemente todos los genes de los loci a y B estan incluidos en los transgenes. Tales fragmentos
comprenden tipicamente una porcion sustancial de los segmentos C, J (y en el caso de la cadena B, D) de un locus
de TCR heterdlogo. Ademas, tales fragmentos también comprenden una porcién sustancial de los segmentos
génicos V. Tales transgenes no reordenados permiten la recombinacion de los segmentos génicos (reordenacion
funcional) y la expresién de las cadenas o y/o B de TCR reordenadas resultantes en el animal no humano
transgénico cuando dicho animal se expone a antigeno, para generar un repertorio de TCRs. Como alternativa, los
transgenes pueden comprender loci de TCR parcialmente reordenados o completamente reordenados, a fin de
producir un subconjunto de TCRs.

Tales constructos transgénicos pueden comprender adicionalmente secuencias reguladoras, por ejemplo
promotores, potenciadores, sefiales de recombinacion, y similares, que corresponden a secuencias derivadas del
ADN heterdlogo. Como alternativa, tales secuencias reguladoras se pueden incorporar en el transgén a partir de la
misma especie o una especie relacionada del animal no humano usado en la invencién. Por ejemplo, los segmentos
génicos de TCR humanos se pueden combinar en un transgén con una secuencia potenciadora de TCR de roedor
para uso en un ratén transgénico.

Otra realizacion de la invencion incluye transgenes de loci de MHC heterdlogos. Los transgenes de MHC
comprenden secuencia de ADN que codifica al menos una molécula de MHC heterdlogo, tal como HLA-A2. Son mas
preferidos los transgenes que codifican algunas o todas de una clase de moléculas del MHC clase | o del MHC clase
II. Algunos o todos los transgenes pueden incluir secuencias de loci de MHC de linea germinal. Los transgenes de
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MHC pueden ser genes reordenados, parcialmente reordenados, o no reordenados, de manera que el animal no
humano que posee el transgén es capaz de expresar las moléculas codificadas.

Todavia otra realizacion de la invencion incluye transgenes correceptores. Los transgenes correceptores
comprenden secuencia de ADN que codifica moléculas correceptoras con un dominio extracelular de un gen
correceptor enlazado a un dominio transmembranico y citoplasmico de un gen correceptor, en el que los dominios
pueden ser de fuentes homologas o heterdlogas. Estos transgenes correceptores pueden incluir CD4 y/o CD8.

En una realizacion preferida, los loci de MHC (MHC clase | y/o MHC clase Il) y los correceptores CD4 y/o CD8
derivan de la misma fuente heteréloga. Como alternativa, los loci de MHC vy los correceptores pueden derivar de
fuentes estrechamente relacionadas. Adicionalmente, los correceptores CD4 y/o CD8 pueden ser genes quimeéricos,
en los que el dominio extracelular derivado de una fuente heteréloga esta fusionado a un dominio transmembranico
y citoplasmico de una fuente heteréloga diferente, o una fuente homaloga.

Las moléculas de acido nucleico a usar en la invencién para interrumpir los loci endégenos en el animal no humano
utilizan segmentos homologos de ADN, preferiblemente en un vector con marcadores de seleccidon positiva y
negativa, que se construye de manera que selecciona como diana la interrupcion funcional de un locus. La
interrupcion seleccionada como diana incluye una clase de segmentos génicos que codifican un TCR de cadena a
y/o B enddégeno para el animal no humano usado en la invenciéon. Tales segmentos génicos enddgenos pueden
incluir segmentos génicos de las regiones D, J y C. Se pueden seleccionar como dianas secuencias adicionales, por
ejemplo secuencias reguladoras tales como, por ejemplo, el promotor en el que una interrupcion seleccionada como
diana dara como resultado la pérdida de funcién del locus.

Realizaciones adicionales incluyen la interrupcion seleccionada como diana de loci MHC enddégenos (MHC clase |
y/o clase Il), y/o loci correceptores, CD4 y/o CD8.

Se incluyen métodos para utilizar la invencion. El vector de seleccion positiva-negativa se pone en contacto con al
menos un embrién no humano o célula madre embridnica de un animal no humano, tras lo cual se seleccionan las
células, en el que el vector de seleccion positiva-negativa se ha integrado en el genoma del animal no humano por
medio de recombinacion homoéloga. Después del transplante, el animal no humano transgénico resultante es
sustancialmente incapaz de montar una respuesta inmunitaria mediada por TCR endégeno como resultado de la
integracion homologa del vector en el ADN cromosémico. Tales animales no humanos inmunodeficientes se pueden
usar después para estudiar deficiencias inmunitarias, estudiar la funcién de células T pasiva, para modelos para el
estudio de cancer y compuestos terapéuticos contra el cancer, o se pueden usar como el receptor de transgenes
heterdlogos.

Las células T procedentes de tales animales transgénicos que son capaces de expresar TCRs heterdlogos se
pueden inmortalizar para proporcionar una fuente de un TCR especifico para un antigeno particular. Las células T se
pueden seleccionar en busca de especificidad para reaccionar con un antigeno particular y/o complejo de péptido-
MHC. Las células de hibridoma que derivan de tales células T pueden servir como fuente para tal TCR heterdlogo.

Las células T y/o las células de hibridoma derivadas también pueden servir como una fuente de ARNm para la
preparacion de librerias de ADNc a partir de las cuales se pueden clonar loci que codifican cadenas alfa y beta para
los TCRs heterologos. Tales genes de TCR clonados se pueden expresar en células de mamifero recombinantes
para producir TCRs heterodiméricos. Los genes de TCR clonados también se pueden manipular genéticamente para
proporcionar la expresiéon en células de mamiferos recombinantes de TCRs solubles monocatenarios.

La produccion de lineas celulares inmortalizadas se puede lograr fusionando una célula T seleccionada de interés
con una linea celular inmortalizante, por ejemplo una linea celular de mieloma.

Los TCRs heterodlogos y los complejos de TCR que pueden incluir o no CD4 o CD8 quiméricos se pueden purificar o
purificar parcialmente, o no. Adicionalmente, los TCRs heterélogos pueden ser especificos para un complejo
particular de antigeno-MHC o péptido-MHC.

Para inducir una respuesta inmunitaria en el animal no humano transgénico mencionado anteriormente para inducir
TCRs heterdlogos de diversas especificidades, un método preferido incluye aquel en el que se inicia una respuesta
mediada por células en un animal transgénico no humano administrando al animal una cantidad eficaz de un
antigeno, ya sea un péptido o proteina de interés. Con estos inmundgenos es posible inducir que el animal inicie una
respuesta estimulada por antigeno y produzca células T que expresan TCRs humanos especificos para ese
antigeno. Tales células T se pueden identificar por métodos convencionales, y se pueden modificar si se desea y se
pueden estudiar para determinar la capacidad para sufrir proliferacion o cualquiera de los usos descritos
anteriormente.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 es una ilustracion en diagrama que muestra una vista general de las principales etapas de
procedimiento usadas en la construccién de constructos sin el locus o del receptor de células T murino.
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La figura 1 A es una ilustracion esquematica que muestra el plasmido construido pPRtk, que comprende los
sitios Unicos Ndel y BamHI.

La figura 1 B es una ilustracion esquematica que muestra las etapas generales para el aislamiento,
amplificacién e insercion de las secuencias de la cadena o de ratén de BamH| de 4,1 Kb, especifica para el
extremo 3’ del locus Ca.

La figura 1 C es una ilustracion esquematica del plasmido, pPURtk-Ca3’, compuesto del extremo 3’ de BamHl
de 4,1 Kb del locus Co.

La figura 1 D es una ilustracion esquematica que muestra las etapas de procedimiento en la construccion del
plasmido, pPURtk-Ca5’3’, que esta compuesto de un extremo 5’ del fragmento de Ndel de 4,8 Kb del locus a
insertado en el plasmido pPURtk-Ca.3'.

La figura 1 E es una representacion esquematica del plasmido pPUR usado en la construccion del vector
seleccionador de dianas alfa, pPURtk-Co5’3'.

La figura 1 F es una representacion esquematica del locus d de TCRa (MUSTCRA), que muestra las
posiciones de los exones 1-4 de Ca, con relacion a los sitios de restriccion de endonucleasas.

La figura 1 G es una representacion esquematica de pPURtk-Ca3’, que muestra el sitio de clonacion del Ca3’
de TCRa, con relacién a los sitios de restriccion presentes en el plasmido.

La figura 1 H es una representacion esquematica de pPURtk-Ca5'3’, que muestra los sitios de clonacion del
Ca5’y Ca3’ de TCRa, con relacién a los sitios de restriccion presentes en el plasmido.

La figura 1 | es una representacion esquematica del locus d de TCRa (MUSTCRA), que muestra las
posiciones de restriccion de endonucleasas a partir de las cuales se corté la sonda A.

La figura 2 es una ilustracion en diagrama que muestra una vista general de las etapas principales de
procedimiento usadas en la construccion de los constructos sin el locus 3 del receptor de células T murino. El
vector resultante es el plasmido pNEOtkCB5’3’. En la vista general se indican detalles de otras figuras que se
incorporan para mostrar como se lleva a cabo cada etapa en el procedimiento. Las etapas relevantes que se
refieren a las figuras correspondientes se indican en las cajas, por ejemplo figura 2a y 2b.

La figura 2 A es una ilustracion esquematica que muestra la region 3’ del locus de TCRpB en la que se
generan sondas Ay B a partir de ella.

La figura 2 B es una ilustracion esquematica que muestra la region que comprende el locus de TCRp, 5’ a
Cp1.

La figura 2 C es una ilustracion esquematica que muestra la region que comprende el locus f de TCR, 3’ a
Cp2.

La figura 2 D es una ilustracion esquematica del vector, que muestra los sitios de restriccion, usando para
generar el plasmido pNEOtkCB5’3’.

La figura 3 es una ilustracion esquematica que representa el Cromosoma Atrtificial de Levadura 4 (pYAC4-
Neo).

La figura 4 es una ilustracion esquematica que muestra una vista general de las etapas llevadas a cabo para
clonar el transgén del locus a del receptor de células T humano en el vector pYAC4-Neo, mod-pYAC4-neo.

La figura 4 A es una ilustracion esquematica que muestra la localizacion cromosémica del locus alfa de TCR
humano.

Las figuras 4 B-F son una ilustracién esquematica que muestra el mapa de restriccion del locus alfa de TCR
humano.

La figura 5 es una ilustracién esquematica que representa una vista general de las etapas usadas para
construir el transgén del locus B del receptor de células T humano.

La figura 5 A es una ilustracion esquematica de la localizacién cromosémica del locus beta de TCR humano.

Las figuras 5 B-E son una representacion esquematica que muestra los resultados obtenidos a partir del
cartografiado nucleotidico del locus beta de TCR humano.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2389251 T3

La figura 5 F es una representacion esquematica que muestra el gen de la cadena 3 de TCR superpuesto a la
secuencia de YAC.

La figura 5 G es una representacion esquematica del vector de TCR beta YAC humano que ilustra las
regiones generales en las que se pueden insertar secuencias reguladoras y/o casetes de seleccion de
mamifero.

La figura 6 es una representacion esquematica que ilustra las etapas de reordenamiento de VDJ del TCR
partiendo desde el gen V de linea germinal no reordenado hacia la secuencia de ADNc reordenada.

Descripcion detallada de la invencion

Se proporcionan animales no humanos transgénicos, como se resume anteriormente, que son capaces de producir
un TCR humano con un repertorio de TCRs sustancial. A fin de que tales animales no humanos transgénicos
produzcan una respuesta inmunitaria, es necesario que las células pre-T transgénicas expresen TCRs unidos a la
superficie para efectuar el desarrollo de células T, producir células T maduras funcionales, y provocar una respuesta
eficaz estimulada por antigeno. De este modo, la invencidon proporciona animales no humanos transgénicos que
poseen transgenes de la cadena a y B de TCR heterdélogo, en los que el animal no humano transgénico es capaz de
producir TCR humano. Tales transgenes y animales no humanos transgénicos producen TCRs que son necesarios
para la maduracion de las células T. Los animales no humanos transgénicos de la invencion son capaces asi de
producir TCRs que son codificados por secuencias genéticas de TCR heterdlogo, y que también se unen a
antigenos especificos.

A menudo es deseable producir TCRs humanos que son reactivos con antigenos humanos especificos que son
dianas terapéuticas y/o de diagndstico prometedoras. Sin embargo, la produccion de TCRs humanos que se unen
especificamente con antigenos humanos es problematica. El animal no humano inmunizado que sirve como la
fuente de células T debe montar una respuesta inmunitaria eficaz frente al antigeno presentado. A fin de que un
animal monte una respuesta inmunitaria, el antigeno presentado debe ser extraio, y el animal no debe ser tolerante
al antigeno. De este modo, por ejemplo, si se desea producir TCR humano que se une a un péptido humano en el
contexto de un receptor de HLA, la autotolerancia evitara que un ser humano inmunizado produzca una respuesta
inmunitaria sustancial a la proteina humana, puesto que los Unicos epitopos inmundgenos seran aquellos con
polimorfismos de secuencia en la poblacion humana. Se podria construir un animal no humano transgénico para
esta aplicacion que contenga un locus de TCR murino inactivado, y loci de TCR de cadenas alfa y beta humanos
activos y loci humanos que codifiquen MHC, tales como el receptor HLA-A2 por ejemplo. La exposicion de cada
animal a un péptido o proteina antigénico generaria TCRs humanos capaces de reconocer el antigeno en el
contexto de HLA humano.

Ademas, se sabe que la interaccion del MHC clase | con TCR esta potenciada por la presencia de un correceptor
CD8; y para el MHC de clase Il, la presencia de un correceptor CD4. Para ciertas aplicaciones, puede ser deseable
tener loci humanos para el TCR, MHC y correceptor, para tener un sistema que imite la respuesta inmunitaria
humana. Como alternativa, la interaccion del TCR humano con el complejo de HLA humano-péptido en ausencia de
una contribucion de un correceptor humano puede dar como resultado un desplazamiento a favor de TCRs de mayor
afinidad. Tales TCRs de afinidad elevada pueden no surgir en la situacién endégena normal, y seria deseable como
la base para compuestos terapéuticos. De este modo, para otras aplicaciones, puede ser deseable que solo se
expresen las moléculas de TCR y MHC codificadas por genes humanos, sin los genes correceptores CD humanos.

El uso de tal sistema de animal transgénico de TCR no humano es para imitar la generacién de TCRs heterdlogos
en respuesta a la exposicion por el antigeno, de manera que los TCRs producidos pueden reconocer e interaccionar
con el antigeno en el contexto de una molécula de HLA/MHC heterdlogo. Se prevén variaciones de animales no
humanos transgénicos de TCR. En los ejemplos proporcionados, el primero es un animal que se puede usar para
producir TCRs completamente humanos de afinidad elevada, que reconocen péptido antigénico en el contexto de
moléculas de HLA humanas. Animales no humanos transgénicos de TCR adicionales incluyen animales en los que
algunos o todos los TCRs, moléculas correceptoras y/o moléculas de HLA son transgénicos. A fin de crear tales
animales transgénicos, los loci endégenos pueden estar o no inactivados o eliminados. El transgén heterdlogo se
debe de introducir en el animal. La ventaja conferida inactivando los loci de TCR enddgenos es que la inactivacion
elimina la posibilidad de una respuesta de TCR mixta, de manera que la Unica respuesta generada se basa en TCRs
heterdlogos. A fin de crear un animal no humano transgénico de TCR completamente modificado, también puede ser
deseable inactivar las fuentes de TCR enddgeno e incorporar transgenes de MHC/HLA, asi como correceptores de
CD4 y/o CD8, procedentes de la misma fuente heterdloga.

Como se usa aqui, un “transgén” es una secuencia de ADN introducida en la linea germinal de un animal no humano
por medio de intervenciéon humana, tal como por medio de los métodos descritos aqui.

Por la expresion “loci enddégenos” se quiere incluir los loci genéticos naturales encontrados en el animal a
transformar en el hospedante transgénico.
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“Interrupcién” o “inactivacion” de los loci, como se usa aqui, puede incluir interrupcion fisica del locus enddgeno, o
una interrupcion funcional que da como resultado una incapacidad del locus para llevar a cabo la funcién requerida
(es decir, la expresion de un gen o genes correctamente).

Como se usa aqui, la expresion “molécula heteréloga” se define en relacion al organismo no humano transgénico
que produce tales moléculas. Se define como una molécula que tiene una secuencia de aminoacidos o una
secuencia de ADN codificante que corresponde a aquella encontrada en un organismo que no consiste en el animal
no humano transgénico.

En esta descripcion preferida, un ratén transgénico se manipula mediante ingenieria para expresar las cadenas a y
del TCR humano. El ratén es capaz entonces de producir células T que poseen TCRs que reconocen
especificamente antigenos peptidicos presentados en el contexto de una molécula del MHC. Este ratén transgénico
puede generar numerosos TCRs humanos especificos de antigenos, que entonces se pueden seleccionar para el
desarrollo de nuevos compuestos terapéuticos, y/o agentes de monitorizacién. También proporcionaria una
herramienta de investigacion basica para estudiar la regulacion del sistema inmunitario.

Otra aplicacion vislumbrada para tales animales no humanos transgénicos se desarrolld6 de un hospedante de tipo
humano para evaluar la eficacia de terapias de inmunomodulacién y/o vacunas. Ademas de la alteracion del TCR,
esto requeriria las siguientes modificaciones adicionales para lograr el hospedante completamente transgénico:
supresion o inactivacion de los loci murinos nativos de MHC | y/o MHC II; la introduccion de loci de HLA humanos
parciales o completos; la supresion o inactivacion de los correceptores CD4 y/o CD8 murinos; la introduccion de los
correceptores CD4 y/o CD8 humanos o sus quimeras.

Para los fines de esta descripcion, las moléculas heterélogas son de origen humano, y el hospedante animal no
humano es ratén. Sin embargo, esta invencion ensefia como producir cualquier TCR heterdlogo en cualquier animal
no humano que se pueda manipular transgénicamente. Los animales no humanos preferidos adicionales pueden
incluir, por ejemplo, rata, primate, chimpancé, cabra, cerdo, o pez cebra. Los TCRs heterélogos producidos pueden
ser cualquier animal para el que se requiera el desarrollo de compuestos terapéuticos, vacunas, o el uso de TCRs.
Por ejemplo, las fuentes adicionales de moléculas heterélogas pueden incluir cualquier animal doméstico para el
cual se desea el desarrollo de vacunacion, tal como perro, gato, caballo, etc.

El enfoque basico para la produccion de los animales no humanos transgénicos es inactivar o eliminar los loci
genéticos del TCR de raton e introducir en el ADN del raton las secuencias de linea germinal de los loci de cadenas
o y B del TCR humano. Las etapas mostradas en la Tabla 1 se pueden vislumbrar como una ruta para crear un
animal transgénico deseado en el que, para los fines de ejemplo, el hospedante transgénico es murino y la fuente
heteréloga para los transgenes es humana. El orden de las etapas mostrado en la Tabla 1 es con fines ejemplares
solamente, y se pueden considerar érdenes alternativos a fin de alcanzar puntos finales deseados comparables. Con
los loci endégenos suprimidos o inactivados y los loci heterdlogos introducidos (en cualquier orden), el animal
transgénico asi creado se puede considerar un intermedio en la evolucién hacia una creacion de un ratén capaz de
producir s6lo TCR humano. También se deberia sefialar que algunos de los intermedios pueden ser valiosos para
aplicaciones particulares, como se tratara mas adelante. El animal transgénico con las sustituciones transgénicas
humanas mas amplias sera Uutil para evaluar formulaciones de vacunas dirigidas al uso humano.

Los animales no humanos transgénicos, que tienen inactivados los loci enddégenos y que poseen transgenes de
TCRs heterologos, se pueden producir a través de un nimero de etapas individuales. Cada etapa consiste en
emparejamientos (o cruzamientos) de animales que tienen interrupciones y/o transgenes individuales. En esta
estrategia, los animales individuales se producen a partir de embriones no humanos o de células ES no humanas
que tienen un locus enddgeno de interés interrumpido. Adicionalmente, en etapas separadas, los animales se
producen a partir de embriones no humanos o células ES no humanas que poseen un Unico transgén de interés en
su genoma. Un ratén individual que tiene mutaciones heterocigotas se cruza con un ratén que tiene la misma
mutacion heterocigota, a fin de generar ratones de progenie que son homocigotos para la mutaciéon. Este
procedimiento es seguido para cualquier mutaciéon deseada.

La produccion de los animales no humanos transgénicos deseados también se puede lograr a través de estrategias
adicionales. Por ejemplo, el animal transgénico se puede producir a partir de un embrién no humano o una célula
madre embridnica (ES) no humana que tiene los loci genéticos endogenos deseados que tienen insertado en el
genoma transgenes que comprenden los loci o y p de TCR humanos. Una vez que se produzca y se seleccione un
embrién no humano o una célula ES no humana que contiene las alteraciones genéticas deseadas, se crea un
animal transgénico no humano que tienen las mismas alteraciones genéticas mediante el uso del embridon no
humano o células ES no humanas seleccionadas.

A fin de generar ratones que son homocigotos para dos interrupciones, se cruzan ratones progenitores que tienen
mutaciones homocigotas de una interrupcion con ratones homocigotos para una interrupcion deseada. A fin de
generar ratones que poseen mas de un transgén de interés, se cruzan ratones progenitores que tienen un transgén
contenido en sus genomas, y se selecciona la progenie, que contiene ambos transgenes. Finalmente, una vez que
se han creado ratones que son homocigotos para las mutaciones deseadas, y se han creado ratones que poseen los
transgenes deseados, se cruzan los ratones progenitores de cada genotipo y se selecciona la progenie, que son
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homocigotos para todas las mutaciones y también contienen los transgenes deseados. Reproduciendo animales no
humanos transgénicos intermedios apropiados (como se muestra en las etapas 1b, 4 y 5 de la Tabla 1), se pueden
obtener transgénicos con sustituciones mas amplias. Nuevamente, se deberia observar que no es necesario llevar a
cabo las etapas descritas aqui en el orden mencionado anteriormente, sino que se pueden reordenar a fin de crear
ratones que tienen diversos genotipos intermedios.

En una realizacion preferida, los animales no humanos transgénicos de la invencién se crearan mediante la
incorporacion de los transgenes en la linea germinal de embriones no humanos o células ES no humanas. Las
células ES no humanas se pueden obtener a partir de embriones no humanos previos a la implantacién cultivados in
vitro (Evans, M. J., et al. (1981) Nature 292:154-156; Bradley, M. O., et al. (1984) Nature 309: 255-258; Gossler, et
al. (1986) Proc. Natl. Acad. Sci. 83: 9065-9069; y Robertson, et al. (1986) Nature 322: 445-448). Los transgenes se
pueden introducir eficientemente en células ES no humanas mediante un numero de medios que incluyen
transfeccion de ADN, microinyeccion, fusion de protoplasto, transduccion mediada retroviricamente, o fusién de
micelas. Las células ES no humanas transformadas resultantes se introduciran entonces en un embrién no humano,
y daran como resultado la contribucion de ADN transgénico a la linea germinal del animal (para un repaso, véase
Jaenisch, R. (1988) Science 240: 1468-1474).

TABLA 1

1a.

mu TCR supresion mu TCR- transgén inserto muTCR- huTCR"

1b.
muTCR- huTCR+ X huHLA-A2.1 — huTCR+ huHLA-A2+
2.

mu MHC supresion mu MHC transgén inserto muMHC™ huHLA"

(Para este ejemplo, el MHC/HLA) puede ser Clase | o Clase Il, o ambos)

3.

mu CD supresion mu CD" transgén inserto muCD” huCD*

(Para este ejemplo, el correceptor CD puede ser CD4 o CD8 o ambos)

4.

muTCR-huTCR" X muMHC- huHLA" — muTCR- huTCR*/muMHC” muHLA+
5.

huTCR*/huHLA" X muCD- huCD* — muCD-huCD*/huTCR"/huHLA"

Un método alternativo de creacion de animales no humanos transgénicos incluye el uso de infeccion retrovirica para
introducir transgén o transgenes directamente en un animal no humano (Jaenich, R. (1976) Proc. Natl. Acad. Sci. 73:
1260-1264). El embrién no humano en desarrollo se cultiva hasta la etapa de blastocito, cuando se puede obtener la
infeccion eficiente mediante tratamiento enzimatico. Como alternativa, se puede inyectar virus o células productoras
de virus en embriones no humanos de etapa tardia (Hogan, et al. (1986) en Manipulating the Mouse Embryo, Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y.).

La transferencia de transgenes a animales no humanos también puede incluir la microinyeccion de ADN en los
cigotos. En la mayoria de los casos, el ADN inyectado se incorporara en el genoma hospedante antes de que
comience a producirse el desarrollo. En consecuencia, el animal resultante poseera el transgén incorporado en el
genoma de todas las células somaticas del animal (Brinster, et al. (1985) Proc. Natl. Acad. Sci. 82: 4438-4442).

En una realizacion preferida, la inactivacion de los loci endégenos se logra mediante interrupcion seleccionada como
diana de los loci apropiados a través de recombinacién homodloga en células madre embrionicas no humanas. La
incorporacion de las células madre embridnicas no humanas modificadas que contienen una interrupcién genética
en el genoma del organismo resultante da como resultado la generacion de animales no humanos que son capaces
de transmitir las modificaciones genéticas a través de la linea germinal, generando de ese modo animales
transgénicos que tienen loci genéticos inactivados.
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Para inactivar los loci de TCR del hospedante mediante recombinacién homéloga, se introduce ADN en una célula
mediante transformacion y se recombina en los loci endégenos para inhibir la produccién de las subunidades de
TCR endodgenas. El término “transformacion” pretende significar cualquier técnica para introducir ADN en una célula
viable, tal como conjugacion, transformacion, transfeccion, transduccién, electroporacion, microinyeccion,
lipofeccion, etc. Generalmente, la recombinacién homodloga se puede emplear para inactivar funcionalmente cada
uno de los loci, mediante introduccion del ADN homdlogo en embriones humanos o en células madre embridnicas no
humanas. La produccion de animales no humanos que tienen loci inactivados resulta entonces de la introduccién de
las células modificadas en blastocitos receptores. La reproduccion subsiguiente permite la transmisién de la linea
germinal del locus inactivado. Después se puede reproducir la descendencia heterocigota resultante y a
continuacién se puede seleccionar la progenie homocigota de los progenitores heterocigotos. Como alternativa, se
puede usar la célula madre embriénica no humana transformada para rutas adicionales de recombinacion homéloga
para generar inactivacion de loci adicionalmente seleccionados como dianas, si se desea.

Los transgenes de la invencion incluyen secuencias de ADN que son capaces de interrumpir alelos enddégenos, y se
pueden denominar aqui constructos o transgenes de “supresion”, interrupcion o inactivacion. Ademas, tales
transgenes son capaces de interrumpir fisica o funcionalmente alelos endégenos de manera que la incorporacion de
los transgenes de interrupcion da como resultado la falta de expresion de los alelos endégenos. Tales transgenes
comprenden secuencias de ADN homologas a los loci seleccionados como dianas, y también incorporan un alelo de
interrupcién que codifica un TCR de cadena a o un TCR de cadena B interrumpido en un animal no humano
transgeénico.

Para la inactivacion, se puede emplear cualquier lesion en el locus diana que dé como resultado la prevencion de la
expresion de una subunidad de TCR de ese locus. De este modo, la lesion puede estar en una regidon que
comprende el potenciador, por ejemplo en direcciéon 5’ o intrén, en las regiones V, J o C de los loci de TCR, y, con la
cadena B, existe la oportunidad en la region D, o sus combinaciones. De este modo, el factor importante es que se
inhibe el reordenamiento génico de la linea germinal de TCR, o no se puede producir un mensaje funcional que
codifique la subunidad de TCR, ya sea debido a fallo de la transcripcion, fallo del procesamiento del mensaje, o
similar.

Preferiblemente, en el caso de células T, los alelos CB1y CB2 de la cadena B de TCR, y lo mas preferible el alelo Ca.
para la cadena o de TCR, son seleccionados como diana para la insercion de un transgén que interrumpe la
expresion del alelo. Por ejemplo, en el caso del alelo Ca, una vez se identifica un genotipo que contiene un transgén
que interrumpe la expresion de Ca, se puede usar la reproduccion cruzada para producir animales no humanos
transgénicos homocigotos para el genotipo Ca-negativo.

Estructuralmente, el transgén de supresion, en un aspecto de la invencion, codifica una variante del polipéptido de
TCR que comprende un TCR en el que se suprime toda o parte de la region constante. Preferiblemente, al menos se
suprime parte de la regién C. Sin embargo, las secuencias suprimidas también pueden incluir parte del segmento V,
D y/o J del polipéptido de TCR. De este modo, se produce un constructo que carece de una region C funcional y
puede carecer de las secuencias adyacentes, en direccion 5’ y/o en direccion 3’ de la region C, o comprende toda o
parte de la region con una insercion inactivante en la region C. La supresion puede ser 50 pb o mas, en el que tal
supresion da como resultado la interrupcion de la formacion de un ARNm funcional. De forma deseabile, la region C
se suprime completamente o en parte sustancial, habitualmente al menos alrededor de 75% del locus,
preferiblemente al menos alrededor de 90% del locus.

Para facilitar la indicacion de la incorporacion del transgén, se usa un gen marcador para sustituir la regién C. Se
pueden emplear diversos marcadores, particularmente aquellos que permiten la seleccién positiva. Es de particular
interés el uso de resistencia a G418, que resulta de la expresion del gen para neomicina fosfotransferasa.

En direccion 5’ y/o en direccién 3’ desde el constructo génico diana puede haber un gen que proporciona la
identificacion de la aparicion de un suceso de entrecruzamiento doble. Para este fin, se puede emplear el gen de
timidina cinasa del virus del Herpes simplex (HSV-tk), puesto que las células que expresan el gen de timidina cinasa
pueden ser exterminadas mediante el uso de analogos nucleosidicos tales como aciclovir o ganciclovir, o mediante
sus efectos citotoxicos sobre células que contienen un gen de HSC-tk funcional. La ausencia de sensibilidad a estos
analogos nucleosidicos indica la ausencia del gen de HSV-tk, y, por lo tanto, cuando se ha producido la
recombinacion homologa, que también se ha producido un entrecruzamiento doble.

Después de la transformacion o transfeccion de las células diana, las células diana se pueden seleccionar por medio
de marcadores positivos y/o negativos, como se indicé previamente, resistencia a G418 y resistencia a aciclovir o
ganciclovir. Aunque la presencia del gen marcador de G418 en el genoma indicarda que se ha producido la
integracion, todavia sera necesario determinar si se ha producido la integracion homodloga. Aquellas células que
muestren el genotipo deseado se pueden analizar entonces adicionalmente, lo que se puede lograr de muchas
maneras, incluyendo analisis de restriccion, electroforesis, analisis Southern, reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), o similar. Identificando fragmentos que muestran la presencia de la alteracion o alteraciones genéticas en el
locus diana, se pueden identificar células en las que se ha producido la recombinacién homodloga para inactivar una
copia del locus diana. La mayoria de las veces, se empleara el analisis de ADN para establecer la localizacion de la
integracion.
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Preferiblemente, se puede usar la PCR con ventaja en la deteccion de la presencia de recombinacién homologa. Se
pueden usar sondas que son complementarias a una secuencia en el constructo y complementarias a una secuencia
fuera del constructo y en el locus diana. De esta manera, se pueden obtener solamente cadenas de ADN que tienen
ambos cebadores presentes en las cadenas complementarias si se ha producido la recombinacién homodloga.
Demostrando la presencia de las sondas para la secuencia de tamafo esperado, se demuestra la apariciéon de
recombinacion homdloga.

Generalmente, un cebador oligonucleotidico de ADN para uso en los métodos de PCR tendra una longitud entre
aproximadamente 12 y 50 nucleétidos, preferiblemente una longitud aproximadamente de 20-25 nucleétidos. Los
cebadores oligonucleotidicos de la PCR pueden incluir adecuadamente sitios de restriccion para afadir sitios de
escision de enzimas de restriccion especificos al producto de PCR segun se necesite, por ejemplo para introducir un
sitio de ligamiento. En los Ejemplos y Dibujos a continuacién se proporcionan cebadores ejemplares. Los productos
de la PCR introducidos incluiran secuencias de las cadenas o y f de TCR amplificadas, y se pueden modificar para
incluir, segun se desee, secuencias de union al ribosoma, secuencias intronicas, secuencias lider y secuencias
promotoras para el analisis éptimo del locus seleccionado como diana.

A la hora de construir los constructos objeto para la recombinacion homéloga, se puede incluir un vector de ADN
para procariotas, particularmente E. coli, para preparar el constructo, clonando después de cada manipulacion,
llevando a cabo el analisis, tal como el cartografiado o secuenciacion de restriccion, expandiendo y aislando las
secuencias deseadas. El término “vector”, como se usa aqui, significa cualquier secuencia de acido nucleico de
interés capaz de ser incorporada en una célula hospedante que da como resultado la expresion de un segmento de
acido nucleico de interés tal como aquellos segmentos o secuencias descritos anteriormente.

Los vectores pueden incluir, por ejemplo, segmentos o secuencias de acidos nucleicos lineales, plasmidos,
coésmidos, fagémidos y ADN extracromosomicos. Especificamente, el vector puede ser ADN recombinante. Cuando
el constructo es grande, generalmente que supera alrededor de 50 kpb, habitualmente que supera 100 kpb, y
habitualmente no mas de alrededor de 1000 kpb, se puede usar un cromosoma artificial de levadura (YAC) para
clonar el constructo.

Como se menciona previamente, el proceso de inactivacion de los loci endégenos se puede llevar a cabo en primer
lugar con el locus de la cadena o en células madre embridnicas no humanas que entonces se pueden usar para
reconstituir blastocitos y generar animales no humanos transgénicos. La reproducciéon cruzada continua de estos
animales puede dar como resultado la formacién de animales homocigotos que se pueden usar como una fuente de
células madre embridnicas no humanas. Estas células madre embridnicas no humanas se pueden aislar y
transformar para inactivar el locus B, y el proceso se puede repetir hasta que se han inactivado todos los loci
deseados. Como alternativa, el locus de la cadena 3 puede ser el primero.

Ademas de los métodos de inactivacion de loci enddgenos descritos aqui, existen métodos de inactivacion
preferidos, y pueden incluir, por ejemplo, el uso del sistema de transcripcion tet para utilizar el control temporal de
genes especificos de interés (Proc. Natl. Acad. Sci. (1994) 91:9302-9306) o la introduccion de controles reguladores
transcripcionales de desoxiciclina para el control especifico de tejidos (Proc. Natl. Acad. Sci. (1996) 93:10933-
10938).

Un método adicionalmente preferido para la inactivacion funcional incluye el empleo de la supresion cre-lox, sistema
de recombinacion especifica del sitio para la inactivacion seleccionada como diana de loci genéticos, en el que se
insertan sitios loxP en genes de flanqueo de interés y cre recombinasa activada para suprimir genes (Curr. Opin.
Biotechnol. (1994) 5:521-527).

Como alternativa, se pueden utilizar métodos antisentido a fin de inhibir la transcripcién de los loci deseados, dando
como resultado asi la interrupcion funcional de los loci enddgenos. En tal situacion, se generaran oligonucleétidos
antisentido que seleccionan como dianas secuencias especificas del locus designado de interés, tal como el locus
TCRa o TCRB, en el que la seleccion antisentido exitosa de la diana da como resultado la produccién inhibida de la
proteina funcional.

La inactivacion de los loci enddégenos también se podria crear cruzando dos razas de ratones homocigotos
comercialmente disponibles (The Jackson Laboratory, Maine). La primera raza, BG.129P2-TCW’m7M°m, contiene una
supresion de los segmentos génicos D y C del locus TCRB, mientras que la segunda raza, B6.129S2-Tcra™™ ™™,
contiene una supresion del segmento génico C de TCRa [Momberts, et al. (1991) PNAS 88: 3084-3087; Momberts,
et al. (1992) Nature 360: 225-231]. Ambas razas de animales no producen TCRs a/f funcionales, y, cuando se

cruzan juntas, deberian producir un animal que tiene inactivados ambos loci de TCR enddgenos.

Los transgenes preferidos adicionales de la invencion incluyen secuencias de ADN que comprenden moléculas
heterdlogas. Los transgenes heterdlogos preferidos de la invencion incluyen subunidades de TCR heterdlogas.
Ademas, la incorporacioén de tales transgenes en el genoma del hospedante es capaz de conferir al hospedante la
capacidad para expresar un repertorio de TCRs heterélogos. El término “expresion” o “expresion génica” usado aqui
se refiere a la produccién de producto proteico de la secuencia de acido nucleico de interés que incluye la
transcripcion del ADN y la traduccioén de la transcripcion del ARN.
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Los genes que codifican los diversos segmentos y regiones que se pueden usar en la invencion se han
caracterizado muy bien. Los TCRs representan un porcentaje enorme de moléculas clonalmente variables con la
misma estructura basica. El TCR es un heterodimero de 90 kd que consiste en dos polipéptidos transmembranicos
de 45 kd cada uno conectados por puentes de disulfuro (Samuelson, et al. (1983) Proc. Natl. Acad. Sci. 80: 6972;
Acuto, et al. (1983) Cell 34: 717; Maclntyre, et al. (1983) Cell 34: 737). Para la mayoria de las células T, los dos
polipéptidos se denominan como la cadena o y B. Usando procedimientos de hibridacion sustractiva, se han aislado
clones de ADNc que caodifican las cadenas polipeptidicas de TCR (Hendrick, et al. (1984) Nature 308: 149; Hendrick,
et al. (1984) Nature 308: 153; Yanagi, et al. (1984) Nature 308: 145; Saito, et al. (1987) Nature 325: 125; Chien, et al.
(1984) Nature 312: 314). El analisis de secuencias de estos clones de ADNc se emplea para revelar la secuencia
primaria completa de los polipéptidos de TCR. Los polipéptidos de TCR son similares entre si y se asemejan a la
estructura de los polipéptidos inmunoglobulinicos. (Para un repaso, véanse Davis y Bjorkman (1988) mas arriba; y
Kronenberg, et al. (1986) Ann. Rev. Immunol. 4:529).

Al igual que las cadenas pesada y ligera de las inmunoglobulinas, las cadenas a y  tienen regiones V 'y C (Acuto, et
al. (1983) mas arriba; Kappler, et al. (1983) Cell 35: 295). La region V es responsable del reconocimiento antigénico,
y la regién C esta implicada en el anclaje a la membrana y la transmision de sefiales. La region V de las cadenas de
TCR se subdivide ademas en los segmentos V y J. Ademas, la regién variable de las cadenas 3 también contiene un
segmento D interpuesto entre los segmentos V y J. La regién constante de las cadenas de TCR esta compuesta de
cuatro regiones funcionales codificadas a menudo por diferentes exones (Davis y Bjorkoran (1988) mas arriba).

La disponibilidad de los ADNc de los TCRs permite un analisis de la organizaciéon gendémica de los genes de TCR
murinos y humanos. Los genes de TCR muestran una organizacién segmental similar a los genes
inmunoglobulinicos. En el locus del gen de la cadena 3, dos regiones Cj casi idénticas estan ordenadas en tandem,
cada una precedida por un segmento D y seis segmentos J (Rowen, et al. (1996), Science 272:1755). El locus B
también contiene aproximadamente 65 segmentos génicos V, 46 de los cuales parecen funcionales, uno de los
cuales esta situado en 3’ con respecto a las regiones C en orientacion opuesta (Rowen, et al. (1996) Science
272:1755). Durante el desarrollo somatico de la célula T, se forma un gen de TCR funcional mediante
reordenamiento de estos segmentos y regiones. Este proceso, representado en la FIG. 6, es la base de la diversidad
de los receptores de células T.

Como se muestra esquematicamente en las FIGS. 2 y 4, los segmentos codificantes para los genes de TCR estan
dispersos a lo largo de grandes conjuntos de ADN cromosémico. Los segmentos especificos V, D y J se fusionan
para generar una region codificante V completa préxima a una region C. Las células B y T usan probablemente la
misma maquinaria para el ensamblaje de Ig y TCR, puesto que las células B reordenan segmentos de TCR
transfectados de la misma manera que los segmentos génicos de Ig transfectados, y los reordenamientos estan
mediados por secuencias similares que flanquean los segmentos a fusionar (Akira (1987) Science 238:1134;
Yancopoulos, et al. (1986 mas arriba). Los genes de la cadena  de TCR se reordenan y se transcriben en primer
lugar, seguido del gen de la cadena o de TCR (Chien, et al. (1987) mas arriba; Pardoll, et al. (1987) Nature 326: 79;
Raulet, et al. (1985) Nature 312: 36; Samelson, et al. (1985) Nature 315: 765; Snodgrass, et al. (1985) Nature 315:
232).

A fin de proporcionar la produccion de TCRs humanos en un hospedante heterélogo, es necesario que el
hospedante sea competente para proporcionar las enzimas necesarias y otros factores implicados en la produccion
de TCRs, a la vez que carezca de genes enddgenos competentes para la expresion de los TCRs de las cadenas alfa
y beta. De este modo, aquellas enzimas y otros factores asociados con el reordenamiento de la linea germinal,
ayuste, y similar, deben ser funcionales en el hospedante heterdlogo. Lo que faltara es una region natural funcional
que comprenda los diversos exones asociados con la produccion de cadenas de TCR enddgeno, como se describe
anteriormente.

De este modo, los loci de TCR de las secuencias de lineas germinales, o los genes o y B funcionalmente no
reordenados procedentes de los loci de TCR humanos, son preferidos para obtener transgenes para uso en la
presente invencion. Tales secuencias heterélogas incluyen secuencias reguladoras asi como secuencias de ADN
estructurales que, cuando se procesan, codifican variantes polipeptidicas de TCR heterélogas capaces de
representar el repertorio de TCRs. La Unica limitacion en el uso de tales secuencias heterdlogas es funcional. Las
secuencias reguladoras heterdlogas se deben de utilizar por el animal no humano transgénico para expresar
eficientemente cantidades suficientes de los polipéptidos de TCR, de manera que sea capaz de producir un
repertorio de TCRs. Ademas, los TCRs heterdlogos, cuando se expresan apropiadamente en el animal transgénico,
deben de ser capaces de producir la respuesta inmunitaria deseada. Todavia mas, deberia ser posible mezclar
secuencias de ADN homodlogas y heterdélogas (por ejemplo, reguladores homdlogos con genes estructurales
heterdlogos y viceversa) para producir transgenes funcionales que se pueden usar para la practica de la invencion.

Las estrategias de la presente invencion se basan en la organizacion conocida de los loci de las cadenas o y p de
los TCR. Los transgenes derivan, por ejemplo, de secuencias de ADN que codifican al menos una cadena
polipeptidica de un TCR. Preferiblemente, como transgenes se usan secuencias de linea germinal del locus de la
cadena a o B del TCR. Como se indico, los loci de las cadenas a y f de los TCR se han caracterizado muy bien. Los
transgenes de la presente invencién derivan de tales secuencias de ADN.
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Tal ADN se puede obtener a partir del genoma de células somaticas, y se puede clonar usando tecnologia bien
consolidada. Tales secuencias de ADN clonadas se pueden manipular adicionalmente después mediante técnicas
recombinantes para construir los transgenes de la presente invencion.

Tales transgenes heterdlogos comprenden preferiblemente secuencias de ADN de linea germinal operablemente
enlazadas del loci que se pueden expresar en un animal no humano transgénico. Como alternativa, para la
preparacion de transgenes, se pueden usar secuencias parcialmente reordenadas operablemente enlazadas o
secuencias completamente reordenadas de las cadenas o o § de TCR.

Mediante la expresion “operablemente enlazadas” se quiere decir una secuencia genética enlazada
operacionalmente (es decir, funcionalmente) a un segmento de acido nucleico, o secuencias en direccion 5’ (5’) o en
direccion 3’ (3') de un segmento o secuencia dado. Esas secuencias cercanas a menudo impactan en el
procesamiento y/o expresion del segmento o secuencia de acido nucleico en un tipo celular deseado.

Tipicamente, un segmento de ADN que codifica una proteina heteréloga de la invencién se inserta en un vector,
preferiblemente un vector de ADN, a fin de replicar el segmento de ADN en una célula hospedante adecuada.

A fin de aislar, clonar y transferir el locus de las cadenas o 0 B de TCR, se puede emplear un cromosoma artificial de
levadura. Todo el locus se puede clonar y puede introducirse en uno o unos pocos clones de YAC. Si se emplean
multiples clones de YAC y contienen regiones de homologia solapante, se pueden recombinar en cepas
hospedantes de levadura para producir un Unico constructo que representa todo el locus. Los brazos de YAC se
pueden modificar adicionalmente con casetes de seleccion de mamifero mediante retroajuste para ayudar en la
introduccion de los constructos en células madre embridnicas no humanas o en embriones humanos mediante los
métodos explicados previamente.

A fin de obtener un amplio espectro de TCRs producidos, es preferible incluir toda o casi toda la secuencia de linea
germinal de los loci de TCR. Sin embargo, en algunos casos, puede ser preferible que se incluya un subconjunto de
toda la regién V. Diversas familias génicas de la region V estan interespaciadas en el racimo de regiones V. De este
modo, obteniendo un subconjunto de los genes de la region V conocidos y de los loci de TCR de las cadenas a y
humanos (Berman et al., EMBO J. (1988) 7:727-738) en lugar de todo el complemento de las regiones V, se puede
inmunizar al hospedante transgénico y puede ser posible montar una respuesta inmunitaria fuerte y proporcionar
diversos TCRs.

Como se explica anteriormente, los transgenes humanos preparados de la invenciéon se pueden introducir en los
pronucleos de oocitos o células madre embridnicas no humanos fertilizados. La integracion genémica puede ser al
azar u homologa, dependiendo de la estrategia particular a emplear. De este modo, usando la transformacion, que
usa etapas repetitivas o en combinacion con la reproduccioén, se pueden obtener animales no humanos transgénicos
que son capaces de producir TCRs humanos en ausencia sustancial de subunidades de TCR del hospedante.

Una vez que los loci humanos se han introducido en el genoma del hospedante, ya sea mediante recombinacion
homadloga o mediante integracion al azar, y los animales no humanos hospedantes se han producido con los loci de
TCR enddgenos inactivados mediante reproduccion apropiada de los diversos animales transgénicos o mutados, se
puede producir un hospedante que carece de la capacidad nativa para producir las subunidades de TCR enddgenas,
pero tiene la capacidad para producir TCR humano con un repertorio de TCRs sustancial.

Tal raza hospedante, con la inmunizacién con antigenos especificos, responderia mediante la produccion de células
T de ratéon que producen TCRs humanos especificos. Entonces sera posible aislar células T particulares que
producen TCRs con especificidad preferida particular. Tales células T se podrian fusionar con células de mieloma de
ratén, o se podrian inmortalizar de cualquier otra manera para la produccién estable y continua de TCRs humanos
especificos.

Los TCRs humanos especificos de antigenos producidos mediante una linea celular inmortal como se describe se
pueden aislar y usar para el desarrollo para uso terapéutico.

Adicionalmente, el aislamiento de acidos nucleicos que codifican subunidades de TCR especificas de antigenos se
puede realizar a partir de estas lineas celulares inmortales producidas. Los acidos nucleicos aislados se pueden
usar en la produccioén y desarrollo de compuestos terapéuticos a base de TCRs.

Los acidos nucleicos aislados también pueden ser de interés en la preparacion y produccion de TCRs
monocatenarios solubles, que se han descrito en las solicitudes de patentes U.S.S.N 09/422.375, U.S.S.N.
08/943.086, y U.S.S.N. 08/813.781, en tramite junto con la presente, que se incorporan aqui como referencia.

La presente metodologia y las estrategias de la presente invencién no necesitan estar limitadas a producir animales
no humanos transgénicos para producir TCRs heterdlogos, sino también proporcionan la oportunidad para
proporcionar la produccion de componentes sistemas inmunitarios heterélogos adicionales. Por ejemplo, se sabe
que los TCRs funcionan en el contexto de y mediante interaccién con moléculas adicionales tales como las proteinas
del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC), asi como moléculas correceptoras CD4/CD8.
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Los loci de MHC se han caracterizado muy bien. Los transgenes que codifican moléculas del MHC se pueden
preparar de forma similar a los métodos descritos para los loci de TCR. Los transgenes de MHC se pueden
incorporar entonces adicionalmente en células y en animales no humanos transgénicos producidos que coexpresan
TCRs heterdlogos conjuntamente con moléculas del MHC. Los transgenes de MHC heterdlogos preferibles
comprenden secuencias de ADN reordenadas, operablemente enlazadas, en las que la incorporacion en el
hospedante transgénico confiere a los animales no humanos la capacidad de expresar moléculas heterélogas del
MHCI y/o MHCII.

Adicionalmente, se han creado previamente moléculas correceptoras humanas CD4 y CD8 que son funcionales en
ratones y que tienen la capacidad de interactuar con moléculas de MHC humanas expresadas en ratones (Fugger,
et al. (1994) PNAS 91: 6151-6155; Medsen, et al. (1999) Nature Genetics 23: 343-347; Kieffer, et al. (1997) J.
Immunol. 159:4907-4912). Los correceptores quiméricos murinos-humanos CD4 o CD8, en los que el dominio
extracelular del correceptor es humano y los dominios transmembranicos e intracelulares son murinos, también se
podrian usar cuando aspectos esenciales de la sefalizacion en las células murinas necesitan usar tales
correceptores quimeéricos; pero para la mayoria de los usos, los correceptores humanos funcionan bien.

De este modo, ofras realizaciones de la invencion incluyen la incorporacién de transgenes que comprenden
moléculas correceptoras CD4 y CD8 en animales no humanos transgénicos producidos y descritos anteriormente.
Tales moléculas son funcionales para la interaccion con TCRs humanos en el hospedante de raton. Los
correceptores se pueden expresar en hospedantes transgénicos de TCR, ya sea conjuntamente con o sin moléculas
de MHC heterologas.

Los siguientes ejemplos no limitantes son ilustrativos de la presente invencion.
Materiales y métodos

Los ratones transgénicos, embriones y células madre embridnicas derivan y se manipulan segun Hogan, et al.,
“Manipulating the Mouse Embryo: A Laboratory Manual”, Cold Spring Harbor Laboratory, Teratocarcinomas and
embryonic stem cells: a practical approach, E. J. Robertson, ed., IRL Press, Washington, D.C., 1987; Zjilstra, et al.
(1989) Nature 342:435-438; y Schwartzberg et al. (1989) Science 246:799-803, ().

Los procedimientos de clonacion de ADN y las manipulaciones del YAC se llevan a cabo segun J. Sambrook, et al.
en Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 ed. (1989), Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor,
N.Y., y Genome Analysis: A Laboratory Manual, Volumen 3 (1999), Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold
Spring Harbor, N.Y.

Los recursos adicionales tales como razas de ratones transgénicos o de tipo salvaje, librerias de fuentes de YAC
humano y oligonucleétidos se adquieren de proveedores externos. Por ejemplo, se pueden obtener recursos de
Jackson Laboratory (Bar Harbor, Maine), ResGen (Huntsville, Alabama), HGMP Resource Centre (Cambride, United
Kingdom), y Sigma Genosys (The Woodlands, Texas).

Las células de hibridoma y los anticuerpos se manipulan segun “Antibodies: A Laboratory Manual’, Ed Harlow y
David Lane, Cold Spring Harbor Laboratory (1988).

Ejemplo 1
Inactivacion del gen de la cadena o de TCR de raton mediante recombinacion homadloga

Este ejemplo describe la inactivacion del locus de TCRa enddgeno de ratén mediante recombinacion homdloga en
células madre embridnicas (ES), seguido de la introduccion del gen mutado en la linea germinal de ratéon mediante
inyeccion de células ES seleccionadas como dianas que poseen un alelo o inactivado en embriones de raton
tempranos (blastocitos).

La estrategia es suprimir la region constante de la cadena o (Ca) mediante recombinaciéon homéloga con un vector
que contiene secuencias de ADN homologas al locus o de ratén en el que se suprime un segmento de 3,7 kb del
locus, que abarca los segmentos Ca, y se sustituye por el marcador seleccionable de puromicina pur.

Construccion del vector de seleccion de diana o

El plasmido pPur (Clonetech; Palo Alto, CA) contiene el gen de resistencia a puromicina (pur), usado para la
seleccion mediante farmacos de células ES transfectadas, bajo el control transcripcional del promotor SV40. El
plasmido también incluye un sitio de poliadenilacion de SV40 para el gen pur. Este plasmido se usa como el punto
de partida para la construccién del vector de selecciéon de diana de o. La primera etapa es insertar secuencias que
codifican el gen de timidina cinasa.

El gen de timidina cinasa del virus del herpes simple (HSV-tk) se incluye en el constructo a fin de permitir el
enriquecimiento de los clones de ES que poseen recombinantes homologos, como se describe por Mansour, et al
(1988), Nature 336:348-352.
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El casete de HSV-tk se obtiene a partir del plasmido pHSV-106 (GibcoBRL), que contiene las secuencias
estructurales para el gen de HSV-tk encorchetado por el promotor tk y las secuencias de poliadenilacion. El casete tk
se amplifica a partir de pHSV-106 mediante PCR usando cebadores que cubren el sitio de BamHI (TKf, véase mas
abajo) y un sitio situado préximo al sitio de poliadenilaciéon y que codifica un sitio Nofl (TKr, véase mas abajo). El
fragmento resultante se liga en pGEM T-Easy, se secuencia y se corta con BamHI y Nofl. El vector pPUR se
modifica para incluir un sitio Unico Notl cortando con EcoRlI y ligando en el oligonucleétido, AATTGCGGCCGC. El
plasmido resultante, pPURtk, contiene sitios Unicos Ndel, Notl y BamHI (FIG. 1a).

TKf. ACTG GGATCCAAAT GAGTCTTCGG
TKr: ACTG GCGGCCGC CAAACGACCC AACACCCGTG

Las secuencias de la cadena a de raton (FIG. 1b) se aislan de una libreria fagica genémica derivada de ADN
hepatico usando sondas oligonucleotidicas especificas para el locus Ca:

5-CC CACCTGGATC TCCCAGATTT GTGAGGAAGG TTGCTGGAGA GC-3' (MUSTCRA 89394-39437, exon 4 de
Ca)

y para la region 5’ respecto al exén 1 de Ca:

5-GGAAA GCCCTGCTGG CTCCAAGATGGCTGAGGGAA AGGTCTACGG-3' (MUSTCRA 81681-81725, 5
respecto al exon 1 de Ca)

Un fragmento BamHI de 4,1 kb que se extiende 3’ del segmento Ca de ratéon se aisla de un clon fagico positivo
mediante amplificacion con PCR con los cebadores oligonucledtidos PCa3'f y PCa3'r (secuencia proporcionada a
continuacion), y se subclona en pPURtk digerido con BamHI para generar el plasmido pPURtk-Ca3’ (FIG. 1c).

PCa3'f: 5-TAGTGGATCC CATGCAGAGAGAAACCGAAGTACGTG-3’
PCa3'r: 5-GCTACAGAGTGAAGTCATGGATCCT G-3’

Un fragmento Ndel de 4,8 kb que se extiende 5’ de la regién Ca también se aisla de un clon fagico positivo mediante
amplificacion por PCR con cebadores oligonucleotidicos PCa5'f y PCa5'r. El fragmento resultante se digiere con
Ndel y se liga en pPURtk-Ca3’ digerido con Ndel, en la misma orientacion 5’ a 3’ que el gen pury las secuencias de
Ca en direccion 3, para generar pPURtk-Ca5’3’ (FIG. 1d).

PCa5f: 5-GGTCT GTGTTCCATA TGACGTCAGT ACG-3’
PCa5r: 5-ATTACATATG GGTCCTAACTTAGGTCAGAACTCAGATGC-3

Esto da como resultado un plasmido con las regiones de flanqueo de la Ca pero, cuando se integra, da como
resultado una supresién de Ca., haciendo de este modo al locus inactivo.

Generacion y analisis de células ES no humanas con inactivacion seleccionada como diana de un alelo Ca: Las
células ES no humanas usadas son la linea AB-1 que se hace crecer en capas alimentadoras de células SNL76/7
mitéticamente inactivas (McMahon y Bradley (1990), Cell 62:1073-1085) esencialmente como se describe
(Robertson, E. J. (1987) en Teratocarcinomas and Embryonic Stem Cells: A Practical Approach. E. J. Robertson, ed.
(Oxford: IRL Press), p. 71-112).

Otras lineas ES no humanas adecuadas incluyen, pero no se limitan a, la linea E14 (Hooper, et al. (1987) Nature
326:292-295), la linea D3 (Doetschman, et al. (1985) J. Embryol. Exp. Morph. 87:27-45), y la linea CCE (Robertson,
et al. (1986) Nature 323:445-448). El éxito de la generacion de una linea de raton a partir de células ES que poseen
una mutacion especifica seleccionada como diana depende de la pluripotencia de las células ES (es decir, su
capacidad, una vez inyectadas en un blastocito hospedante, para participar en la embriogénesis y contribuir a las
células germinales del animal resultante).

La pluripotencia de cualquier linea celular ES dada puede variar con el tiempo en el cultivo y con el cuidado con el
que se ha manipulado. El Unico ensayo definitivo para la pluripotencia es determinar si la poblacién especifica de
células ES no humanas a usar para la seleccion de dianas puede dar lugar a quimeras capaces de la transmision de
linea germinal del genoma de ES. Por esta razon, antes de la seleccidon de dianas génicas, se inyecta una porcion
de la poblacion progenitora de células AB-1 en blastocitos C57BL/6J para averiguar si las células son capaces de
generar ratones quiméricos con contribucion amplia de las células ES, y si la mayoria de estas quimeras pueden
transmitir el genoma de ES a la progenie.

El vector de inactivacion de la cadena o pPURtk-Ca5'3’ se digiere con Nofl y se electropora en células AB-1
mediante los métodos descritos (Hasty, et al. (1991), Nature, 350:243-246). Las células electroporadas se siembran
en placas de 100 mm a una densidad de 1-2 x 10° células/placa. Después de 24 horas, se afiaden al medio G418
(200 pg/ml de componente activo — para seleccionar células resistentes a neomicina) y fialuridina (1-(2-desoxi-2-
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fluoro-(beta)-d-arabinofuranosil)-5-yodouracilo, o FIAU) (0,5 mM — para seleccionar células positivas a HSV-tk), y se
deja que los clones resistentes a los farmacos se desarrollen durante 10-11 dias. Los clones se recogen, se
tripsinizan, se dividen en dos porciones, se expanden adicionalmente. La mitad de las células derivadas de cada
clon se congelan entonces, y la otra mitad se analiza en busca de la recombinacién homadloga entre el vector y las
secuencias diana.

El andlisis del ADN se lleva a cabo mediante hibridacion de transferencia Southern. EI ADN se aisla de los clones
como se describio (Laird, et al. (1991), Nucl. Acids Res. 19:4293), se digiri6 con BamHI y se sondé con el fragmento
Hindlll de 730 pb indicado en la Fig. 1d como sonda A. Esta sonda detecta un fragmento de BamHI de 8,9 kb en el
locus de tipo salvaje, y una banda de 2,4 kb de diagnéstico en un locus que se ha recombinado de forma homadloga
con el vector seleccionador de diana (véase la FIG. 1d y 1e). Los clones positivos resistentes a puromicina y a FIAU
se identificaron mediante analisis de transferencia Southern, que presenté la banda de BamHI de 2,4 kb indicativa
de una recombinacién homologa en uno de los genes Ca digeridos con las enzimas de restriccion Aflll para verificar
que el vector se integré de forma homologa en uno de los genes Ca. La sonda detecta un fragmento de 12,3 kb en
el locus de tipo salvaje y un fragmento de 9,9 kb en el locus que se ha recombinado de forma homéloga.

Generacién de ratones que poseen la cadena o de TCR inactivada:

Cinco de los clones de ES no humanos seleccionados como dianas descritos en la seccién previa se descongelaron
y se inyectaron en blastocitos C57BL/6J como se describié (Bradley, A. (1987) en Teratocarcinomas and Embryonic
Stem Cells: A Practical Approach. E. J. Robertson, ed. (Oxford: IRL Press), p. 113-151), y se transfirieron a los
Uteros de hembras pseudoprefiadas para generar ratones quiméricos que resultan de una mezcla de células
derivadas de las células ES de entrada y el blastocito hospedante. El grado de contribucion de las células ES a las
quimeras se puede estimar visualmente mediante la cantidad de coloracion del pelaje de aguti, derivado de la linea
celular Es, en el antecedente de C57BL/6J negro. Se espera que aproximadamente la mitad de la descendencia que
resulta de la inyecciéon en blastocitos de los clones seleccionados como dianas sea quimérica (es decir, mostro
pigmentacion aguti asi como negra), y, de éstos, la mayoria deberia mostrar una amplia contribucion de células ES
(70 por ciento o mayor) a la pigmentacion del pelaje. Las células ES AB1 son una linea celular XY, y una mayoria de
estas quimeras de porcentaje elevado son machos debido a la conversiéon de sexo de embriones hembra
colonizados por células ES masculinas. Las quimeras macho derivadas de 4 de los 5 clones seleccionados como
diana se reproducen con hembras C57BL/6J, y la descendencia se monitoriza en busca de la presencia del color de
pelaje aguti dominante indicativo de la transmisién de linea germinal del genoma de ES. Las quimeras procedentes
de algunos de estos clones deberian generar habitualmente descendencia aguti. Puesto que se selecciona como
diana una uUnica copia del locus Ca en los clones de ES inyectados, cada cria aguti tuvo una posibilidad del 50 por
ciento de heredar el locus mutado. La identificacion del gen seleccionado como diana se lleva a cabo mediante
analisis de transferencia Southern de ADN digerido con BamHI procedente de biopsias de la punta de la cola,
usando la sonda utilizada para identificar clones de ES seleccionados como dianas (sonda A, FIG. 1d).

Aproximadamente el 50% de la descendencia aguti deberia mostrar una banda de BamHI hibridante de 2,4 kb
ademas de la banda de tipo salvaje de 8,9 kb, demostrando la transmision de linea germinal del locus Ca
seleccionado como diana. A fin de generar ratones homocigotos para la mutacion, se reproducen juntos
heterocigotos y se determina el genotipo Ca de la descendencia, como se describe anteriormente.

Estos genotipos pueden derivar de emparejamientos heterocigotos: (i) ratones de tipo salvaje que poseen dos
copias de un locus Co normal, (ii) heterocigotos que poseen una copia seleccionada como diana del gen Ca y un
gen Co murino normal, y (iii) ratones homocigotos para la mutacion Ca. La supresiéon de las secuencias de Ca de
estos ultimos ratones se verifica mediante hibridacién de las transferencias Southern con una sonda especifica para
el exén 2 de Co. Mientras que la hibridaciéon de la sonda del exén 2 de Co se observa en muestras de ADN
procedentes de hermanos heterocigotos y de tipo salvaje, no hay ninguna sefal hibridante en los homocigotos,
atestiguando la generacion de una nueva raza de ratén en la que se han inactivado por supresion ambas copias del
locus Ca como resultado de la mutacién seleccionada como diana.

Sonda del exén 2 de Ca:: 5-CG TTCCCTGTGA TGCCACGTTG ACTGAGAAAA GCTTTG-3
Ejemplo 2
Inactivacion del gen de TCRp de ratdn mediante recombinacion homadloga

Este ejemplo describe la inactivacion del locus de la cadena  de TCR murino endégeno mediante recombinacion
homaloga en células Es no humanas. La estrategia es suprimir los segmentos de la region constante de la cadena
(CB) enddgena mediante recombinacion homodloga con un vector que contiene secuencias de la cadena C a partir
de las que se han suprimido las regiones CB y se han sustituido por el gen para el marcador seleccionable por
neomicina neo.

Construccioén de un vector que selecciona como diana la cadena de Cp
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Los plasmidos pGT-N28 y pGT-N39 (New England Biolabs) contienen el gen de resistencia a neomicina (neo),
usado para la seleccion mediante farmacos de células ES transfectadas, bajo el control transcripcional del promotor
del gen de fosfoglicerato cinasa (pgk). El gen neo es seguido del sitio de poliadenilacion de pgk. A fin de construir el
vector de clonacion para los constructos de la cadena Cp, se cortan pNeo, pGT-N28 y pGT-N39 con Spel y Afill, y el
fragmento de 2,7 kb procedente de pGT-N28 se aisla y purifica y se liga al fragmento de 1,6 kb aislado y purificado a
partir de la digestion de pGT-N39. El plasmido resultante, pNeo, contiene el gen neo flanqueado por los sitios de
restriccion unicos Notl, EcoRl y HindlIl.

Las secuencias de la cadena Cp de raton que contiene las regiones 5 a C1y 3’ a Cp2 (FIG. 2a) se aislan de una
libreria fagica gendmica murina derivada de ADN hepatico usando las siguientes sondas oligonucleotidicas
especificas para la region constante de la cadena Cp.

Cp1: 5- TGAGAAAGTC CAAAAACTCG GGGTACCATT CCACCATAGA-3' (AE000665 158041-158080)
Cp2: 5-GGAGT TAACCTGGTT GTGTCTCAGC AGTTTCTTTG GACTCCTGTG-3' (AE000665 168427-168471)

Un fragmento de BamHI/EcoRI genémico de 3,0 kb, situado 5’ con respecto de la region CB1, se aisla a partir de un
fago que se identifica usando la sonda CB1. El fragmento clonado en el vector inactivado de C se genera de la
siguiente manera: el ADN fagico se digiere en primer lugar con BamHI, y un ligador de BamHI/Notl (véase B/IN # 1y
# 2 mas abajo) se hibrida y se liga antes de la digestion con EcoRI. Este fragmento se clona entonces en pNeo, que
se ha digerido con Notl y EcoRlI, dando como resultado un plasmido denominado pNeo Cb5'.

B/N #1 (parte superior): 5-GAT CCG TTA ACG C-3’
B/N #2 (parte inferior): 3'-GC AAT TGC GCC GG-5

La siguiente etapa en la construccion implica la escisién de pPURtk (véase el ejemplo 1) del casete de timidina
cinasa de HSV como un fragmento de BamHI/Notl y la ligaciéon en pNeo Cb5’ cortado con BamHI y Notl. El plasmido
resultante posee el gen de HSV-tk, 3 kb de la secuencia 5 con respecto a la regién CB1, y el marcador
seleccionable neo y se denomina pNEOtk Cb5'.

La etapa final en el proceso de construccion del vector inactivado de CB se logra aislando un fragmento de Hindlll de
3,4 kb a partir de un fago positivo para la hibridacién con la sonda CB2. Este fragmento se clona en pNEOtk-C5’
cortado con Hindlll. El constructo resultante, pNEOtk-Cb5’3’ (FIG. 2a y 2d), contiene 6,4 kb de secuencias
gendmicas que flanquean a los loci CB 1y 2, con una supresion de 11,3 kb abarcando las regiones C31y CB2 en las
que se ha insertado el gen neo.

Generacion y analisis de células ES con inactivacion seleccionada como diana de un alelo CB:

Células ES AB-1 (McMahon y Bradley (1990), Cell 62:1073-1085) se hacen crecer en capas alimentadoras de
células SNL76/7 mitéticamente inactivas esencialmente como se describe (Robertson, E. J. (1987)
Teratocarcinomas and Embryonic Stem Cells: A Practical Approach. E. J. Robertson, ed. (Oxford: IRL Press), p. 71-
112). Como se describe en el ejemplo anterior, antes de la electroporacion de las células ES con el constructo
pNEOtk-Cab5'3’ seleccionador de dianas, se determina la pluripotencia de las células ES mediante generacion de
quimeras derivadas de AB-1 que se demuestra que son capaces de la transmision de linea germinal del genoma de
ES.

El vector pNEOtk-Cb5’3’ de inactivacion de la cadena CB se digiere con Notl y se electropora en células AB-1
mediante los métodos descritos (Hasty et al. (1991) Nature 350:243-246). Las células electroporadas se cultivan en
placas de 100 mm a una densidad de 1-2 x 10° células/placa. Después de 24 horas, se afiaden al medio G418 (200
png/ml de componente activo) y FIAU (0,5 mM), y los clones resistentes a farmacos se dejan desarrollar durante 8-10
dias. Los clones se recogen, se tripsinizan, se dividen en dos porciones, y se expanden adicionalmente. La mitad de
las células derivadas de cada clon se congela entonces, y la otra mitad se analiza para determinar la recombinacion
homologa entre el vector y las secuencias diana.

El andlisis de ADN se llevé a cabo mediante hibridacion de transferencia Southern. EI ADN se aisl6 de los clones
como se describié (Laird, et al. (1991) Nucleic Acids Res. 19: 4293), se digiri6 con BamHI| y se sond6 con el
fragmento de PCR de 800 pb generado a partir de pNEOtk-Cb5’3’ con los cebadores PRIMb5'f y PRIMb5’r como
sondas A y B en la FIG. 2a. Esta sonda detecta un fragmento de BamHI de 10,4 kb en el locus de tipo salvaje,
mientras que una banda de 7,4 kb es un diagnostico de la recombinacién homéloga de secuencias enddgenas con
el vector de seleccion de dianas. Los clones doblemente resistentes a G418 y FIAU, identificados mediante
hibridacién de transferencia Southern, y que se encontré que contenian el fragmento de 7,4 kb de diagndstico de los
sucesos esperados seleccionados como dianas en el locus CB, se confirmaron mediante digestiéon adicional con
HindHIll, EcoRV y Tth111l. La hibridacion de las sondas A y B a las transferencias Southern de ADN digerido con
HindHlll, EcoRV y Tthlll produce bandas de 8,7 kb, 3,6 kb, y 3,4 + 3,9 kb, respectivamente, para el locus de tipo
salvaje, mientras que se esperan bandas de 8,3 kb, 2,8 kb, y 0,9 + 3,4 kb, respectivamente, para el locus de cadena
pesada seleccionado como diana.
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PRIMb5’f: 5-GGATTCA AAGGTTACCT TATGTGGCCA C-3
PRIMb5’r; 5-GCCCC AAAGGCCTAC CCGCTTCC -3
Generacion de ratones que poseen la supresion Cj

Tres de los clones ES no humanos seleccionados como diana descritos en la seccién previa se descongelaron y se
inyectaron en blastocitos C57BL/6J como se describid (Bradley, A. (1987) en Teratocarcinomas and Embryonic Stem
Cells: A Practical Approach, E. J. Robertson, ed., Oxford: IRL Press, p. 113-151), y se transfirieron en los Uteros de
hembras pseudoprefiadas. El grado de la contribucion de células ES a las quimeras se estimo visualmente a partir
de la cantidad de coloracion de pelaje de aguti, derivada de la linea de células ES, sobre el antecedente de
C57BL/6J negro. La mitad de la descendencia que resulta de la inyeccion en blastocitos de dos de los clones
seleccionados como dianas deberia ser quimérica (es decir, mostrar pigmentacién aguti asi como negra). La
mayoria de las quimeras deberia mostrar una contribucion de células ES significativa (aproximadamente 50 por
ciento o mayor) a la pigmentacion del pelaje. Puesto que las células ES AB1 son una estirpe celular XY, la mayoria
de las quimeras son machos, debido a la conversién de sexo de embriones hembra colonizados por células ES
masculinas. Las quimeras macho se reproducen con hembras C57BL/6J, y la descendencia se monitoriza en busca
de la presencia del color de pelaje aguti dominante, indicativa de la transmision de linea germinal del genoma de ES.
Las quimeras procedentes de ambos clones deberian generar normalmente descendencia aguti. Puesto que sdlo se
selecciona como diana una copia del locus de cadena pesada en los clones de ES inyectados, cada cria aguti tuvo
una probabilidad de 50 por ciento de heredar el locus mutado. La identificacion del gen seleccionado como diana se
lleva a cabo mediante analisis de transferencia Southern de ADN digerido con BamHI procedente de biopsias de la
cola, usando la sonda utilizada para identificar clones de ES seleccionados como dianas (sonda A, FIG. 2a).
Aproximadamente el 50% de la descendencia aguti deberia mostrar una banda de BamHI hibridante de
aproximadamente 7,4 kb ademas de la banda de tipo salvaje de 10,4 kb, demostrando la transmision de linea
germinal del segmento de gen CB (CBKO) seleccionado como diana.

A fin de generar ratones homocigotos para el CBKO, se reproducen juntos heterocigotos, y el genotipo de la cadena
B de la descendencia se determina como se describe anteriormente. A partir de los emparejamientos heterocigotos
se derivan tres genotipos: ratones de tipo salvaje que poseen dos copias del locus CB normal, heterocigotos que
poseen una copia seleccionada como diana del gen y una copia normal, y ratones homocigotos para la mutacion
CBKO. La ausencia de secuencias de CB de estos ultimos ratones se verifica mediante analisis de transferencia
Southern de una digestion con BamHI de clones positivos usando CB1 o CB2 como sondas. Estas sondas no
deberian generar sefial de ratones con el locus CBKO, mientras que aquellos con el locus de tipo salvaje deberian
generar fragmentos de 10,4 y 6,2 kb respectivamente, atestiguando la generacion de una nueva raza de raton en la
que ambas copias del gen de cadena pesada se han mutado por supresion de las secuencias de Cp.

Ejemplo 3
Construccion del vector y modificacion para clonar loci de TCR humanos
Vector pYAC4-neo:

La levadura es un excelente hospedante en el que clonar fragmentos grandes de ADN exdégeno como cromosomas
artificiales de levadura (YACs). Se han construido in vitro moléculas de ADN lineales de hasta 1,2 megapares de
bases (Mpb) de longitud, se han transformado en células de levadura hospedantes, y se han propagado como
réplicas fiables del ADN gendmico fuente (Burke, D.T., Carle, G.F. y Olson, M.V. (1987) Science 236: 806;
Bruggemann, M, y Neuberger, M.S. (1996) Immunol. Today 7:391). Uno de los vectores YAC mas ampliamente
usados ha sido pYAC4 (Burke, D.T., et al.; FIG. 3a). Este vector se puede transformar en Escherichia coli o en
levadura, y se replicara como una molécula circular en cualquier hospedante. Sin embargo, pYAC4 se usa
preferentemente para clonar grandes insertos como cromosomas de levadura lineales. El vector pYAC4 de primera
generacion se ha modificado para contener el gen de neomicina para facilitar la seleccion de transfectantes de pYAC
que son resistentes a G418 (Cooke, H. y Cross, S. (1988) Nucleic Acids Res. 16: 11317). Se modificara
adicionalmente el vector pYAC4-neo afiadiendo una region poliligadora que contiene los sitios de restriccion EcoRl,
Fsel, Kspl, Ascl, y EcoRI. El poliligador se clonara en el sitio de EcoRI del gen SUP4-o, un alelo supresor ocre de un
gen tRNA'™". Debido al corte infrecuente mediante estas endonucleasas de restriccion, la digestion de ADN humano
con ellas generara grandes fragmentos de ADN que incluyen gran parte de los loci alfa y beta de TCR.

Para afiadir la secuencia del poliligador al vector pYAC4-neo, se aisla y se digiere con EcoRlI, y después se liga en
presencia de oligonucledtidos hibridados que codifican la secuencia del poliligador para producir mod-pYAC4-neo.
Las secuencias oligonucleotidicas son las siguientes:

Fsel  Kepl Ascl
PYAC4 Oligo-{1) 5-AATTCggCCggCCCCglgegeCgCgClyg-3’
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pYAC4 Oligo-(2) 5’AATTCggCgCgCCCCgCggggCCggCCg-3

El vector mod-pYAC4-neo se usa entonces para transformar células de E. coli para generar grandes cantidades del
ADN vectorial para la clonacién y manipulacién de grandes fragmentos de ADN humano que tienen una longitud
>500 kpb.

Ejemplo 4
Clonacion del locus de TCRa humano en el vector mod-pYAC4-neo:

El ADN de peso molecular elevado se prepara a partir de leucocitos circulantes que se cosechan a partir de sangre
completa mediante una modificacion del método de Luzzatto (Luzzatto, L. (1960) Biochem. Biophys. Res. Commun.
2:402). EI ADN se purifica mediante un procedimiento de gradiente por etapas de sacarosa desarrollado
originalmente para el aislamiento de moléculas de ADN cromosoémico intactas a partir de esferoplastos de levadura.
Aunque este protocolo implica sélo una purificacion de una etapa de un lisado bruto, produce muestras de ADN que
estan libres de nucleasas contaminantes y que son escindidas facilmente por la mayoria de las endonucleasas de
restriccion. En Methods in Enzymology (1991) 194:251-270 se puede encontrar un protocolo detallado para aislar
ADN humano de peso molecular elevado. El locus de TCRa humano esta situado en el cromosoma 14q11.2, y se ha
secuenciado en su totalidad y se ha depositado en la base de datos de nucleétidos del National Center for
Biotechnology Information (NCBI) (FIG. 4a). El objetivo principal es crear un animal transgénico que exprese TCR
humano que presente una diversidad de TCR amplia. Por lo tanto, se cree que seria mejor usar endonucleasas de
restriccion que corten de forma infrecuente para generar un fragmento de ADN grande pero manejable que incluiria
la mayoria de, si no todos, los exones variables de TCR y todos los segmentos de union. El acceso a la informacion
de secuencias nucleotidicas, particularmente aquella de los loci de TCRo/p humanos, ha potenciado enormemente
la capacidad para identificar enzimas de endonucleasas de restriccion de corte Unico para digerir el ADN humano en
fragmentos que codifican el locus de interés para la clonacion en vectores YAC. Usando la base de datos de NCBI y
el software Vector NTI, fue posible generar un mapa de restriccion del locus de TCRa (véanse FIG. 4B-F). El analisis
reveld que una enzima, Kspl, digerira el locus de TCRa humano en 72426 pb o 5 del primer exén variable
(TCRAV1). También corta el ADN una segunda vez en direccion 3’ del potenciador de 3’ a 1.060.946 pb. El producto
del fragmento de Kspl tiene 988.520 pb o casi 1 megabase (Mpb) de longitud. Con esta informacién se fraccionara
en tamanos el ADN y se aislaran fragmentos de ADN de aproximadamente 1 megabase para la clonacion en el
vector mod-pYAC4. De forma breve, la muestra digerida se fraccionara en tamafios y se purificara usando
electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE). Usando este protocolo deberiamos eliminar fragmentos digeridos
con Kspl contaminantes que son mas pequefios de 1 Mpb de longitud. Esto incrementara la eficiencia de la
clonacion en el vector YAC, asi como facilitara el aislamiento de un fragmento de ADN que contiene el locus de
TCRa humano. Después de PFGE, el gel se tefiira con bromuro de etidio, y la banda de 1 Mpb se cortara y el ADN
se aislara usando GELasa y precipitacion con etanol (EpiCenter, Madison, WI). EI ADN intacto, muy puro, que se
recupera se clonara entonces en el vector mod-pYAC4-neo.

Mod-pYAC4-neo(a.):

La generacion del vector HUTCRa YAC se logra digiriendo el vector de clonacion con BAmHI y con Kspl para
producir productos de brazo izquierdo y brazo derecho que entonces se desfosforilan. La funcion del tratamiento con
fosfatasa es evitar la formacion de fragmentos vectoriales concadenados que mas tarde serian dificiles de separar
de los productos de ligacion deseados mediante fraccionamiento en tamafos. En términos mas especificos, se
mezclan 40-100 pug de ADN de inserto con un peso igual de vector mod-pYAC4-neo preparado. Ajustese el volumen
hasta 250 ul y la composicion de tampoén con tampdn de reaccion de ligacion de New England Biolabs (NEB), y
después anadanse 1000 unidades de T4 ADN ligasa de NEB y permitase incubar la reaccion de ligacion a 15°C
durante 10 horas.

Transformacion:

El material ligado se usara entonces para transformar esferoplastos de levadura (Burgers, P.M.J. y Percival, K.J.
(1987) Anal. Biochem. 163: 391-397). Se escogi6 la cepa de levadura AB1380 para un hospedante de
transformacion puesto que se ha usado ampliamente como hospedante para otros; sin embargo, también son
adecuadas otras cepas hospedantes de levadura, tales como YPH925. Los transformantes se seleccionaran en un
medio sintético que carece de uracilo; estas placas se preparan siguiendo recetas estandar. Estos transformantes se
identificaran para identificar positivos que poseen el vector HUTCRa YAC, también denominado mod-pYAC-neo(a.).

Identificacion de colonias:

El protocolo de identificacion de colonias implica hacer crecer las colonias sobre la superficie de una membrana de
nailon, convertir a la levadura en un esferoplasto, lisar los esferoplastos con detergente, y desnaturalizar el ADN con
base. Se usara el protocolo descrito por Brownstein, et al. (Brownstein, B.H., Silverman, R.D., Little, R.D., Burke,
D.T., Korsmeyer, S.J., Schlessinger, D., y Olson, M.V. (1989) Science 244: 1348). De forma breve, este protocolo
usa la técnica de replicacion en placa mediante transferencia de colonias para obtener filtros duplicados, uno que
proporcionara colonias para el sondaje, y un duplicado que proporcionara células viables para la preparacion de
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clones positivos. Las colonias de levadura se hacen crecer hasta el tamaio apropiado para identificar colonias en el
filtro de nailon. Esto requiere aproximadamente 2 dias de crecimiento a 30°C. Uno de los filtros duplicados que
contiene colonias se transfiere a un papel de filtro grueso saturado con 2 mg/ml de enzima litica de levadura [ICN
#152270, >70.000 unidades (U)/g], en 1,0 M de sorbitol, 0,1 M citrato de sodio, 50 mM de EDTA, y 15 mM de
ditiotreitol (pH del tampdn de enzima ajustado a 7), y se incubd toda la noche a 30°C. La membrana se transfiere a
un papel de filtro saturado con dodecilsulfato de sodio al 10% durante 5 minutos a temperatura ambiente. La
membrana se transfiere entonces a un filtro de papel saturado con 0,5 M de NaOH durante 10 minutos, y se
neutraliza transfiriéndola a tres filtros de papel sucesivos saturados con 0,3 M de NaCl, 30 mM de citrato de sodio,
0,2 M de Tris HCI, pH 7,5 durante 5 minutos cada vez. Después de que los filtros se han secado al aire, se llevara a
cabo el sondaje usando oligonucleétidos marcados y técnicas de hibridacion y de autorradiografia estandar. Para
identificar las colonias positivas para el locus de TCRa humano, se identificaran colonias usando dos sondas
nucleotidicas especificas para los extremos 5’ y 3’ del inserto de ADN. Estos oligonucleétidos se recombinan a sitios
de aproximadamente 100 pb en direccién 5’ del sitio de Kspl del extremo 5’ y 100 pb en direccion 5’ del sitio de Kspl
del extremo 3’, respectivamente, y sus secuencias son las siguientes:

Oligo #1 de identificacion — 5'- GTCTCTACTT TACTAAAAAT ACAAAAATTA GCCAGGTGTG GTGGTG-3’
Oligo #2 de identificacion — GTCACAGGGC TGAGGGAAGG AGACAAGAGC CTGGACAGCA-3’
Locus de TCRa humano transgénico:

Después de ensamblar el locus transgénico de TCRa. humano en mod-pYAC-neo(a), que puede contener todos los
exones Va y Ja, el exon Ca individual, y el potenciador 3, se puede introducir el vector HUTCRa YAC en células
madre embriénicas no humanas (ES) mediante fusion de esferoplastos con la cepa hospedante de levadura
(Pachnis, V., Pevny, L., Rothstein, R., y Constantini, F. (1990) PNAS 87: 5109-5113; Huxley, C. y Gnirke, A., (1991)
Bioessays, 13: 545-550; Davies, N.P y Huxley, C. (1996) en Methods in Molecular Biology, Vol. 54: YAC Protocols.
Eds. D. Markie. Humana Press Inc., Tolowa, NJ.).

Se usara la resistencia a G418 para monitorizar células ES no humanas que se fusionan sucesivamente con la
levadura que contiene el HUTCRa YAC. La seleccion de células ES no humanas positivas para HUTCRa YAC
resistentes a neomicina se analizaran 2-3 semanas después de la fusidon de esferoplastos. Tras la PCR vy la
identificacion mediante analisis de transferencia Southern de las células ES apropiadamente modificadas, cinco
clones se expandiran y se introduciran en blastocitos (Hogan, B.R, Beddington, F., Constantini, F. y Lacy, E. (1994)
Manipulating the Mouse embryo: A laboratory Manual. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor,
NY. p. 477), y se implantaran en una raza hospedante de hembra pseudoprefiada. La reproduccion de ratones
quiméricos con ratones que son MuTCRa negativos/MuTCRp negativos (véase el Ejemplo 10) deberia dar como
resultado ratones que producen sélo TCRa humano.

Ejemplo 5a
Clonacion del locus de TCRB humano en el vector mod-pYAC-neo

El ADN humano para digestion y clonacion se preparara como se describe en el Ejemplo anterior. El locus beta de
TCRp humano esta situado en el cromosoma 7935, y se ha secuenciado en su totalidad y se ha depositado en la
base de datos de nucleétidos de NCBI. Usando la base de datos de NCBI y el software Vector NTI, se ensambl¢ el
locus de TCRa humano y se llevo a cabo el cartografiado nucleotidico (véanse FIG. 5b-h). El analisis del ejercicio de
cartografiado revel6 que la digestion de ADN gendémico humano con endonucleasas de restriccion tanto Fsel como
Ascl generara un gran fragmento de ADN que contendria 21 de 30 exones variables, todos los segmentos de unién
y de diversidad, ambos exones constantes y el potenciador de 3'. La longitud del fragmento de ADN de TCRp se
determina que es 598.054 pb (véase la Figura 5b-h). Con esta informacion disponible, se podra fraccionar en
tamafios el ADN vy aislar fragmentos de ADN en la longitud de 500-600 kpb para la clonacion en el vector pYAC.

Tras aislar el ADN, se digeriran 100 ug usando las dos endonucleasas de restriccion especificas para generar un
fragmento que contiene la mayoria del locus de TCRB humano. Como se describe en el Ejemplo 4, la muestra de
ADN digerida se fraccionara en tamafios y se purificara usando PFGE. Esto incrementara la eficiencia de la
clonacion y la probabilidad de aislar un fragmento de ADN que contiene la mayoria del locus de TCRB humano.
Después de llevar a cabo la PFGE hasta la terminacion, la banda de 600 Kpb se cortara del gel, y el ADN se aislara
usando GELasa (EpiCenter, Madison, WI) y precipitacion con etanol. EI ADN muy puro e intacto se recuperara y
después se clonara en el vector mod-pYAC4-neo.

Mod-pYAC4-neo(B)

La preparacion del vector Mod-pYAC4-neo(B) es similar al procedimiento usado para clonar el locus de TCRa
humano, excepto que el ADN vectorial se digirié en primer lugar con BamH]I, y después con Fsel y Ascl. La ligacion
del ADN de inserto en el vector pYAC es similar a la descrita para el locus de TCRa humano descrito en el Ejemplo
4. Después de la transformacién de la levadura con el vector pYAC que contiene el locus de TCRB humano, se
llevara a cabo la identificacion de las colonias como se describe previamente.
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Locus de TCRpB humano transgénico:

Después de ensamblar el translocus de TCRB humano en Mod-pYAC4-neo(p), el constructo, HUTCRB YAC, que
puede contener la mayoria de los segmentos Vf y todos los segmentos JB y DB, los dos exones CB, y el potenciador
de 3, se introducirda el HUTCRB YAC en células madre embriénicas no humanas (ES) mediante fusion de
esferoplastos

(Pachnis, V., Pevny, L., Rothstein, R., y Constantini, F. (1990) PNAS 87: 5109-5113; Huxley, C. y Gnirke, A., (1991)
Bioessays, 13: 545-550; Davies, N.P y Huxley, C. (1996) en Methods in Molecular Biology, Vol. 54: YAC Protocols.
Eds. D. Markie. Humana Press Inc., Tolowa, NJ.), y se produciran ratones quiméricos mediante inyeccion de
blastocitos (Hogan, B.R., Beddington, F., Costantini, F. y Lacy, E. (1994) Manipulating the Mouse embryo: A
laboratory Manual. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY. p. 477).

La resistencia a G418 se usara para monitorizar células madre embriénicas HM-1 que se han fusionado con la
levadura que contiene YAC. Entonces se analizara la seleccion de células ES HM-1 positivas a HUTCRB YAC
resistentes a neomicina, 2-3 semanas después de la fusiéon. Las células ES que contienen una copia completa de
HUTCRp YAC se confirmaran mediante hibridacion Southern, y los clones positivos a HUTCRB YAC se usaran para
reconstituir blastocitos para producir animales quiméricos. La reproduccion de animales quiméricos con ratones
C57BL/6J que son MuTCRa negativo/MuTCRp negativo (véase el Ejemplo 10) deberia dar como resultado la
transmision de linea germinal y ratones que tienen el locus HUTCRp integrado en sus genomas. La transmision
génica se puede confirmar mediante analisis de transferencia Southern de ADN de cola.

Ejemplo 5b

También se pueden construir mediante métodos alternativos ratones que expresan el gen de TCRa o TCRp
humano. Por ejemplo, es posible reconstruir el locus de cadena B de TCR con varios clones de YAC humanos
usando la informacion obtenida a partir de las bases de datos de NCBI y de National Human Genome Research
Institute. Estos YACs humanos identificados, estan disponibles de ResGen, y contienen una secuencia de cadena
de TCR y homologia solapante. El primer clon de YAC, D49H4, contiene el extremo 5’ del locus de TCRp hasta las
repeticiones del gen de tripsinégeno, mientras que el segundo YAC, 940 a 12, contiene el extremo 3’ del locus de
TCRp (Figura 5i). Puesto que los dos clones tienen regiones significativas de homologia solapante, se pueden usar
para ensamblar un Unico TCRB YAC humano (HUTCRB YAC) via recombinaciéon homologa. El suceso de
recombinacion, asi como la falta de supresiones aleatorias o quimerismo, se puede confirmar mediante PCR usando
conjuntos de cebadores que flanquean las regiones de homologia de secuencia entre los dos genes, PFGE y/o
analisis de transferencia Southern.

Antes de la introduccién del HUTCRB YAC en células de mamifero o en embriones no humanos, los brazos del
constructo de YAC se pueden modificar. Los brazos del HUTCRp YAC se alteran para incluir secuencias reguladoras
de ratén y/o casetes de seleccion de mamifero mediante una técnica denominada “retroajuste” (Figura 5j). Los
brazos de YAC se retroajustan con vectores, tales como pRAN4 (Markie, D. et al.,, (1993) Somatic Cell and
Molecular Genetics, 19: 161-169), mediante una variedad de métodos de transformacion descritos por Eric D. Green
en Genome Analysis: A Laboratory Manual, Volumen 3 (1999), Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor, N.Y. La modificacién de estos brazos deberia ayudar a la seleccion de sucesos de fusion exitosos entre la
cepa hospedante de levadura y las células ES no humanas, ademas de reforzar la expresion del transgén de
HuUTCRp una vez que se ha integrado en el genoma hospedante.

Después del ensamblaje y modificacion del constructo de HUTCRB YAC, que puede contener la mayoria de los
segmentos VB, todos los segmentos JB y DB, y los dos exones CB, el HUTCRB YAC se introduce en células ES no
humanas mediante fusion de esferoplastos. Las células ES fusionadas con éxito se pueden usar para reconstituir
blastocitos de raton y generar quimeras. Como alternativa, el constructo se podria aislar a partir de la cepa
hospedante de levadura y se podria introducir en embriones no humanos de etapa de una célula via microinyeccion
como se explica en Hogan, et al., “Manipulating the Mouse Embryo: A Laboratory Manual”, Cold Spring Harbor
Laboratory, con ligeras modificaciones para evitar el cizallamiento del constructo de HUTCRB YAC (Montolui, L.
(1996) in Methods en Molecular Biology, Vol.54: YAC Protocols. Eds. D. Markie. Humana Press Inc., Tolowa, NJ.).
La descendencia resultante se puede ensayar en busca de la integracién del constructo HUTCRpB YAC en el genoma
del ratéon mediante analisis Southern de biopsias de cola. Los animales identificados positivamente se pueden
reproducir hasta homocigosidad y se pueden cruzar con otras razas de raton existentes.

Ejemplo 6
Generacion de ratones TCRo/p humano

A) Generacion de un raton TCRa/B humano a través de cruzamiento genético entre el ratdbn HUTCRa y el
raton HUTCR}:
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Ambos ratones que contienen HUTCRa y HUTCRp se reproduciran en un antecedente de C57BL/6J.
Estos ratones todavia tienen loci de TCRa/f murinos funcionales que presentan TCR murino sobre
sus células T. La reproduccion exitosa de estos ratones deberia dar como resultado la generacion de
un ratén de transloci de C57BL/6J que contiene TCR humano y murino funcional. Para determinar si el
ratén tiene los dos loci de TCRa/p humanos, se llevara a cabo una hibridacion Southern usando ADN
de la cola y sondando las membranas con oligonucleétido especifico de alfa o beta.

B) Generacioén de un ratéon positivo a TCRa/p humano en un antecedente sin TCRao/p murino:

Entonces se usaran ratones generados en A (que son positivos para ambos loci de TCR de ratén y
humano) en la siguiente ronda de reproducciéon para poner los loci de TCRa/f humanos en un
antecedente de C57BL/6J que tiene suprimidos o inactivados los loci de TCR murinos enddgenos.
Esto se llevara a cabo cruzando un ratén carente de TCRo/p murino con un ratén que es positivo tanto
para el loci de TCRa/B murino como para el loci de TCRa/f humano. La identificacion de ratones
positivos se llevara a cabo nuevamente usando ADN tratado con endonucleasas a partir de cortes de
la cola y junto con técnicas de hibridacion Southern. Los fragmentos de ADN que se hicieron correr en
un gel y que se transfirieron a una membrana de nailon se sondaran con cebadores especificos para
la cadena o o B de TCR, respectivamente. Los ratones TCRa/B humano positivo y negativos para
TCRa/B murinos se hicieron crecer hasta 8 semanas de edad y algunos se sacrificaron para aislar
bazos para tefiir las células T esplénicas. La identificacion de células T que expresan TCRs o/p
humanos se lleva a cabo usando inmunofluorescencia y citometria de flujo. El enfoque se basara en
usar el mAb especifico anti-TCR humano conjugado con ficoeritrina (TCR Pan o/f, clon BMAO031
(ratén 1gG2b) Coulter Immunotech, ME).

C) Generacion de un raton positivo a TCRa/f humano en un antecedente sin TCRa/p murino cruzado con un
ratén C57BL/6J que contiene la molécula del MHC clase | humana HLA-A2:

Este es un ejemplo de un tipo de ratdn que se generara para nuestras necesidades posteriores de
crear TCRa/p humano que estan restringidos por una molécula del MHC clase | humana. En este
ejemplo, se escogio usar la molécula de clase | humana conocida como HLA-A2.1. Las células T
generadas que son reactivas frente a péptidos restringidos por esta molécula de MHC son
generalmente del fenotipo CD8, y tienen naturaleza citolitica. El alelo de HLA-A2.1 se expresa
proximo al 50% de la poblacion, haciéndolo la forma mas prevalente de MHC expresada. Para
demostrar la reduccion a la practica, se escogié cruzar el ratén transgénico TCRo/p humano con un
raton transgénico HLA-A2.1 generado previamente por la Dra. Linda Sherman (Sherman y Lustgarten,
Solicitud de Patente US 08/812.393 y documento WO 97/32603). Se reproduciran ambos ratones para
producir un nuevo ratéon que tendra el alelo HLA-A2.1 y los loci de TCRa/p humanos. Este raton
también contendra los loci de MHC clase | y Il murinos endégenos puesto que no se ha llevado a cabo
ninguna modificacion adicional de estos loci. En el futuro puede ser deseable generar supresiones de
los loci de MHC clase | y Il murinos. En la presente discusion se ha limitado nuestra descripcion a
generar supresiones del TCRa/p murino que también son TCRa/p humanos y el transgénico HLA-A2.
Se identificaran ratones positivos usando la hibridacion Southern y citometria de flujo. Ademas, se
generaran clones de células T reactivos a un antigeno peptidico definido presentado por moléculas de
HLA-A2, y después se llevara a cabo el analisis de PCR de los reordenamientos VJ y VDJ. Esto
también estara seguido de la caracterizacion adicional de la expresion de TCR en células T mediante
tincion inmunofluorescente usando mAb especifico de la familia Vo y VB (véase el catalogo de
Immunotech).

Ejemplo 7
Ensayo de los ratones transgénicos de TCR humano para TCR humano funcional:

Para evaluar la funcionalidad de los transgenes de TCR humanos, se tefiiran células T aisladas de estos ratones con
un panel de anticuerpos especificos para las regiones variables de TCRa y B humano, y se analizaran mediante
citometria de flujo. Ademas, se aislara ARNm de estas células, y se examinara la estructura de los clones de ADNc
de TCR.

Se aislaran células T esplénicas de ratones que contienen una supresion de las regiones constantes en los loci de
las cadenas a y p de TCR murinos enddgenos, y una Unica copia de los loci transgénicos de cadena o y cadena
de TCR humanos no reordenados. Estas células se tefiiran con un panel de anticuerpos especificos para las
regiones variables o 0 B humanas (de Coulter Immunotech), y se analizaran mediante citometria de flujo. Esto
permitira el analisis del nimero total y diversidad de células T con cadenas o y B funcionalmente reordenadas a
evaluar. También se puede llevar a cabo la evaluacion de la distribucién proporcional de las diversas regiones
variables en relacion con su expresion en células T humanas.
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También se aislara ARN poliadenilado a partir de ratones macho transgénicos TCRo/p humano de segunda
generacion de once semanas. Este ARN se usara para sintetizar ADNc monocatenario cebado con el
oligonucledtido oligo-dT/SMART 1l (Clonetech). EI ADNc resultante se usara entonces como molde para
amplificaciones de PCR SMART RACE que usan cebadores oligonucleotidicos sintéticos especificos para las
regiones constantes o o p humanas y la mezcla de cebadores Universal de Clonetech. Los fragmentos amplificados
del tamafio apropiado se aislaran de geles de agarosa, se clonaran en pGEM T-Easy y se secuenciaran.

Las secuencias se examinaran en busca de la diversidad global de las cadenas codificadas por el transgén,
enfocandose en el uso de los segmentos D y J, adiciéon de la region N, distribucion de la longitud de CDR3, y se
examinara la frecuencia de las uniones que dan como resultado moléculas de ARNm funcionales.

Ejemplo 8
Inmunizacién y respuesta inmunitaria en un ratén transgénico TCR/HLA-A2:

Este ejemplo demuestra la inmunizacién exitosa y la respuesta inmunitaria en un animal transgénico de la presente
invencion.

Cebado peptidico de ratén transgénico (HUTCR a/B/muTCR a-/p- - HLA-A2.1) y propagacion de lineas CTL:

A los ratones se les inyectd subcutaneamente en la base de la cola con 100 ug del péptido 264 (aminoacidos 264-
272 procedentes de la proteina supresora del tumor p53 humana) y 120 ug del péptido auxiliar T sintético que se
une a I-Ab que representa restos 128-140 de la proteina nuclear del virus de la hepatitis B (Sette, A., Vitiello, A., et
al. (1994) J. Immunol. 153:5586) emulsionado en 100 ul de adyuvante incompleto de Freund. Después de 10 dias,
las células del bazo de los ratones sensibilizados se cultivaran entonces con estimuladores de células de bazo
activadas por lipopolisacarido (LPS), transgénicas A2.1 irradiadas que se pulsaran con el péptido de sensibilizacion
indicado a 5 pug/ml y beta 2-microglobulina humana a 10 pug/ml. Después de 6 dias, las células efectoras resultantes
se ensayaran en un ensayo de liberacion de °'Cr de 4 h a diversas relaciones E/T para determinar la actividad litica
frente a células T2 que son pulsadas con el péptido de sensibilizacion indicado, un péptido de unién A2.1 no
relacionado, o sin péptido. Se estableceran lineas CTL policlonales especificas para el péptido 264 (CTL A2 264)
mediante reestimulacion semanal de CTLs efectoras con células JA2 irradiadas que se pulsaran con 5 pg del
péptido 264, células de relleno de bazo C57BL/6 irradiadas y sobrenadante Con A de rata al 2% (vol/vol). Este
protocolo se ha descrito por Theobald, M., et al. (1995) Proc. Natl. Acad. Sci. 92:11993.

Analisis de la reactividad de TCR humano y diversidad clonal:

La reactividad y especificidad de TCR se evaluara usando un ensayo de exterminio citotoxico in vitro y tincion
inmunofluorescente con mAbs especificos anti-Va y anti-Vp y tetrameros 264/HLA-A2 (Altman, J., et al. (1996)
Science 274:94-96). Las lineas CTL se propagaran y después se clonaran usando técnicas de dilucion limitante
estandar. Los clones individuales se evaluaran para determinar la especificidad mediante tincién con tetrameros A2
que contienen el péptido 264 y con tetrameros A2 que contienen un péptido irrelevante que no deberia ser
reconocido por los clones de células T especificos de 264, y en ensayos de exterminio citotoxicos. Los resultados de
este ensayo seran utiles para demostrar la especificidad de TCR para el complejo del péptido 264/HLA-A2.1.

Para caracterizar la diversidad del repertorio de TCRs humanos en estos ratones transgénicos, se caracterizara
ademas el uso de la familia variable o y B via tincién con anticuerpo. Existen comercialmente varios mAbs
especificos anti-Va y anti-VB que se usaran para determinar el uso global de la familia variable de los TCRs
humanos. Ademas, se llevara a cabo el analisis de PCR SMART RACE (véase el Ejemplo 7 y a continuacion) sobre
clones de células T que demuestran especificidad por el complejo del péptido 264/HLA-A2.1. Se analizaran las
secuencias para determinar las caracteristicas mencionadas en el Ejemplo 7 y se evaluara el efecto de la expresion
del transgén sobre la exclusion alélica.

Generacion de lineas celulares que producen moléculas de TCR recombinantes:

A. Aislamiento de clones gendémicos que corresponden a copias reordenadas y expresadas de cadenas a y B de
TCR.

Se usaran células procedentes de un clon de hibridoma individual que reacciona para el complejo de antigeno
peptidico/MHC de interés para preparar ADN genodmico. Tales células pueden contener multiples alelos de un gen
de TCR dado. Por ejemplo, un hibridoma puede contener cuatro copias de los genes de TCR (dos copias de TCR
procedentes de la linea celular de la pareja de fusion, y dos copias de TCR procedentes de la célula T original que
expresa el TCR de interés). De estas cuatro copias, s6lo una codifica el TCR de interés, a pesar del hecho de que
varias de ellas pueden estar reordenadas. El procedimiento descrito en este ejemplo permite la clonacién selectiva
de la copia expresada de las cadenas a y § de TCR.

ADNCc bicatenario:
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Para el aislamiento de ARN total o poIiA+, se usan células procedentes de hibridoma humano, o linfoma, u otra linea
celular que sintetiza el TCR. EI ARN se usa entonces para la sintesis de ADNc 5-RACE-Ready usando la
transcriptasa inversa enzimatica y el oligo SMARTII (Clonetech Laboratories, Manual de Usuario PT3269-1, Marzo
de 1999). EI ADNc monocatenario se usa entonces como molde para la sintesis de una segunda hebra (catalizada
por Taq polimerasa) usando los siguientes oligonucleétidos como cebadores:

VB (cercano al término C) VW510: ATCCTTTCTCTTGACCATGGCCATC
Va (cercano al término C) VW512: GCTGGACCACAGCCGCAGCGTCATG

El ADNc bicatenario se aisla, se clona y se usa para determinar la secuencia nucleotidica de los ARNm que
codifican las cadenas alfa y beta de la molécula de TCR expresada. Entonces se aislan los clones genémicos de
estos genes expresados. El procedimiento para clonar el gen de la cadena alfa expresado se explica mas abajo.

Cadena alfa:

Entonces se usaran veinte a cuarenta nucleétidos de secuencia que abarcan la unién V-N-J para sintetizar una
sonda Unica para aislar el gen a partir del cual se transcribe el mensaje de TCR. Este segmento nucleotidico
sintético de ADN se denominara mas abajo como o-alfa.

Entonces se sonda una transferencia Southern de ADN, aislado de la linea celular que expresa TCR vy digerido
individualmente y en combinaciones por pares con varias endonucleasas de restriccion diferentes, con el
oligonucledtido o-alfa tinico marcado con *?P. Se identifica un sitio de endonucleasa de restriccién tnico en direccion
5’ del segmento V reordenado.

El ADN procedente de la linea celular que expresa TCR se corta con una enzima o enzimas de restriccion
apropiadas. ElI ADN se fracciona en tamafios mediante electroforesis en gel de agarosa. La fraccion que incluye el
fragmento de ADN que cubre el segmento V expresado se clona en lambda Gem-12 o EMBL3 SP6/T7 (Promega,
Madison, WI o Clonetech, Palo Alto, CA), o, si el fragmento es suficientemente pequefio, directamente en vectores
de la serie pGEM. Los clones que contienen el segmento V se aislan usando la sonda uUnica o-alfa. El ADN de
fragmento grande se aisla de clones positivos y se subclona en el poliligador de pGEM (Promega) o el equivalente.
El clon resultante se denomina pgTRAr.

Cadena beta:

Entonces se usaran veinte a cuarenta nucleétidos de secuencia que abarcan la uniéon V-N-D-N-J para sintetizar una
sonda Unica para aislar el gen a partir del cual se transcribe el mensaje de TCR. Este segmento nucleotidico
sintético de ADN se denominara mas abajo como o-beta.

Entonces se sonda una transferencia Southern de ADN, aislado de la linea celular que expresa TCR vy digerido
individualmente y en combinaciones por ?ares con varias endonucleasas de restriccion diferentes, con el
oligonucledtido o-beta tnico marcado con *?P. Se identifica un sitio de endonucleasa de restriccion Gnico en
direccion 5’ del segmento V reordenado.

El ADN procedente de la linea celular que expresa TCR se corta con una enzima o enzimas de restriccion
apropiadas. ElI ADN se fracciona en tamafios mediante electroforesis en gel de agarosa. La fraccion que incluye el
fragmento de ADN que cubre el segmento V expresado se clona en lambda Gem-12 o EMBL3 SP6/T7 (Promega,
Madison, WI o Clonetech, Palo Alto, CA), o, si el fragmento es suficientemente pequefio, directamente en vectores
de la serie pGEM. Los clones que contienen el segmento V se aislan usando la sonda uUnica o-alfa. EI ADN de
fragmento grande se aisla de clones positivos y se subclona en el poliligador de pGEM (Promega) o el equivalente.
El clon resultante se denomina pgTRBr.

Construccion de vector de expresion de TCR de tres dominios y expresion en células de mamifero:

Los insertos clonados en pgTRAr y pgTRBr se amplifican entonces mediante PCR con los oligonucleétidos
apropiados y se subclonan en un constructo de Va-VB/C monocatenario de tres dominios en el vector pGem.

El TCR monocatenario de tres dominios se clonara entonces en el vector pPSUN27 para la expresién como una
proteina de fusiéon de cadena constante kappa de TCR monocatenario. El vector resultante se usa para transfectar
células de ovario de hamster chino via electroporacion para generar lineas celulares que producen la proteina de
fusion scTCR-k soluble, de manera que se pueda evaluar la afinidad de unién a antigeno peptidico/molécula de
HAL-A2.

Como alternativa, el ADN que codifica las cadenas alfa y beta, aislado de las células de hibridoma clonadas
descritas anteriormente, se usa para construir los fragmentos Vo, VB-CpB requeridos para el TCR de tres dominios
clonado en pGEM. Este constructo se transfiere entonces a pSUN27, y la proteina se produce y se evalia como se
describe anteriormente.
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Ejemplo 9
Preparacion de minilocus de HLA-A2:
Clonacion de HLA-A2.1 a partir de LCL 721

SE aislé ADN gendmico de la linea celular LCL 721 humana y se digirié con la enzima de restriccion Hindlll. EI ADN
genomico digerido con Hindlll se selecciona por tamafios en un gel de agarosa al 0,7%, y el ADN fraccionado se
purifica. EI ADN gendémico purificado se liga entonces en el sitio de Hindlll de pBR3222. EI ADN ligado se transforma
en LE392 de E. coli. Las bacterias recombinantes que contienen el gen de HLA-A2 se detectan mediante hibridacion
de colonias (Hanahan, D, y M. Meselson (1980) Gene 10:63-67), usando como sonda el oligonucleétido sintético 5'-
TGTCTCCCCGTCCCAAT-3'. Subsiguientemente, el fragmento de 5,1 kb clonado, que contiene el gen de HLA-A2,
se subclona en el pcDNA3.1(+) del sitio de Hindlll (InVitrogen, Carlsbad, CA).

Produccion y deteccion de ratones transgénicos HLA-A2.1

Entonces se producen ratones transgénicos usando un protocolo estandar (Hogan, G. et al. (1986) Manipulating the
Mouse Embryo: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY) inyectando el
pcDNA3.1(+) linealizado que posee el gen HLA-A2 en huevos fertilizados obtenidos cruzando ratones (C57BL/6J x
DBA/2)F1. Se establecieron lineas transgénicas a partir de ratones que poseen el transgén seguin se detecta
mediante analisis de transferencia de punto de ADN de la cola. Se seleccionan dos lineas transgénicas basandose
en la expresion del producto transgénico sobre la superficie celular. Para detectar la expresion de HLA-A2 en la
superficie celular, se tratan células de bazo o sangre periférica (0,5 ml) recogida de la vena de la cola de ratones de
ensayo con cloruro de amonio tamponado con Tris (5 ml), para lisar los glébulos rojos. Las células se lavan y se
resuspenden en RPMI al 10% suplementado con 2,5 pg/ml de ConA, 250 ng/ml de ionomicina, 3 ng/ml de PMA, y
5% de sobrenadante de cultivo de esplenocitos de rata activados con Con A. Las muestras se incuban a 3 x 10°
células/pocillo en un volumen de 2 ml durante 3 dias a 37°C en una atmoésfera humidificada de CO; al 5%. La
expresion de HLA-A2.1 sobre la superficie celular se evalia mediante citometria de flujo (FACS; Becton Dickinson &
Co, Mountain View, CA) usando un mAb especifico de HLA-A2.1 biotinilado BB7.2 (Parham, P. et al. (1981) Hum.
Immunol. 3:277) y estreptavidina conjugada con PE (Biomeda, Foster City, CA). Las células se analizan usando un
citbmetro de flujo. Se mantiene una linea transgénica mediante retrocruzamiento a B10.D22, y la otra linea
transgénica mediante retrocruzamiento a C57BL/6J. Las descendencias heterocigotas se retrocruzan a animales
C57BL/6J o B10.D22, y después se entrecruzan en la generacion N2 para dar lugar a razas homocigotas
independientes.

Ejemplo 10
Generacion de ratones que son negativos para ambos loci o y f de TCR murino (MuTCR a-/B- o MUTCR aKO/BKO):

Este ejemplo describe la creacion de una raza de ratéon que es negativa para ambos loci alfa y beta del TCR. Esto se
lograra reproduciendo un raton homocigoto para la supresion de cadena de TCRa con un homocigoto para la
supresion de cadena de TCRg.

A fin de generar ratones homocigotos tanto para la supresion de cadena de TCRa (véase el Ejemplo 1) como la
supresion de cadena de TCRp (véase el Ejemplo 2), se reproduce en ratones homocigotos para cada supresion para
generar descendencia heterocigota en cada locus. Estos heterocigotos se cruzan, y la descendencia resultante se
identifica mediante analisis de transferencia Southern. La identificacion en busca de la presencia de la supresion de
la cadena B se lleva a cabo mediante analisis de transferencia Southern de ADN digerido con BamHI de biopsias de
la cola, usando la sonda B descrita en el Ejemplo 2 (véase la FIG. 2a). Aquellas descendencias que muestren una
banda de 7,4 kb indicativa de una supresion de la cadena 3 y que carecen de la banda de tipo salvaje de 10,4 kb se
identifican adicionalmente en busca de la presencia de la cadena « inactivada. Para identificar transferencias
Southern de ADN digerido con BamHl, se uso la sonda A procedente del Ejemplo 1 (sonda de la cadena a, véase la
FIG. 1d). Esta sonda detecta un fragmento de 8,9 kb en el locus de tipo salvaje, y una banda de diagndéstico de 2,4
kb en una supresién de cadena a. La ausencia de secuencias de ADN de tipo salvaje se confirma sondando el ADN
digerido con BamHI con una sonda del ex6n 2 de Ca y la sonda o sondas de CB1 y/o CB2, y no encontrando bandas
que se hibriden. Esta combinacion de ensayos de diagnostico indicaria la generacion de un nuevo raton en el que se
han inactivado ambas copias de los loci o y p de TCR murino mediante supresion como resultado de la mutacion
seleccionada como diana. Este raton se denominaria un ratén MuTCR a-/f- o MUTCR aKO/BKO.
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110> SUNOL MOLECULAR CORPORATION

<120> ANIMALES TRANSGENICOS QUE COMPRENDEN UN SISTEMA INMUNITARIO HUMANIZADO

<130> 13448EP

<140> 01 994 325.7

<141> 19-12-2001

<150> US 60/256,591

<151> 19-12-2000

<160> 22

<170> Patentln Ver. 2.1

<210> 1

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Cebador
<400> 1

actgggatcc aaatgagtct tcgg 24
<210>2

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Cebador
<400> 2

actggcggcc gccaaacgac ccaacacceg tg 32
<210>3

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Sonda oligonucleotidica

<400> 3
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cccacctgga tctcccagat ttgtgaggaa ggttgctgga gage 44
<210>4

<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Sonda oligonucleotidica
<400> 4

ggaaagccct gectggctcca agatggcetga gggaaaggtc tacgg 45
<210>5

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Cebador
<400> 5

tagtggatcc catgcagaga gaaaccgaag tacgtg 36
<210>6

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Cebador
<400> 6

gctacagagt gaagtcatgg atcctg 26
<210>7

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Cebador
<400> 7

ggtctgtgtt ccatatgacg tcagtacg 28
<210>8

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Cebador
<400> 8

attacatatg ggtcctaact taggtcagaa ctcagatgc 39
<210>9

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Sonda oligonucleotidica
<400> 9

cgttceetgt gatgccacgt tgactgagaa aagctttg 38

<210> 10

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Sonda oligonucleotidica
<400> 10

tgagaaagtc caaaaactcg gggtaccatt ccaccataga 40
<210> 11

<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Sonda oligonucleotidica
<400> 11

ggagttaacc tggttgtgtc tcagcagttt ctttggactc ctgtg 45
<210> 12

<211> 13

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Ligador

<400> 12

gatccgttaacgc 13

<210> 13
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<211> 13

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Ligador
<400> 13

gcaattgcgce cgg 13

<210> 14

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Cebador
<400> 14

ggattcaaag gttaccttat gtggccac 28

<210> 15

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Cebador
<400> 15

gccccaaagg cctaccegct tec 23

<210> 16

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Oligonucleotido poliligador

<400> 16

aattcggccg gceceegeggg gegegecg 28
<210> 17

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Oligonucleotido poliligador
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<400> 17

aattcggcgc gececeegeggg gecggecg 28

<210> 18

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Sonda oligonucleotidica
<400> 18

gtctctactt tactaaaaat acaaaaatta gccaggtgtg gtggtg 46
<210> 19

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Sonda oligonucleotidica
<400> 19

gtcacagggc tgagggaagg agacaagagc ctggacagca 40
<210> 20

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Cebador
<400> 20

atcctttcte ttgaccatgg ccatc 25

<210> 21

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Cebador
<400> 21

gctggaccac agccgcagceg tcatg 25

<210> 22

<211> 17

<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Sonda oligonucleotidica
<400> 22

tgtctccecg tcccaat 17
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REIVINDICACIONES

1. Un animal transgénico no humano capaz de producir TCR humano con un repertorio de TCRs sustancial, que
comprende:

loci del receptor de células T enddgeno inactivados que son loci del receptor de cadena ay B; y

transgenes contenidos en su genoma compuesto de loci del receptor de células T humano que son loci del receptor
de cadena o y f3;

en el que dichos loci del receptor de células T humano no estan reordenados.

2. El animal transgénico no humano de la reivindicacion 1, en el que dichos loci del receptor de células T humano
estan compuestos, en enlazamiento operable, de una pluralidad de genes V del receptor de células T humano, y
genes Dy/oJy C.

3. El animal transgénico no humano de una de las reivindicaciones 1 6 2, en el que dicho animal es capaz de
reordenamiento VDJC productivo y expresar receptores de células T humanos.

4. El animal transgénico no humano de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que dichos transgenes
sufren reordenamiento VDJC productivo en linfocitos de dicho animal transgénico no humano, y en el que las células
T expresan cantidades detectables de TCR transgénico en respuesta a la estimulacién antigénica.

5. El animal transgénico no humano de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en el que dicho animal
transgénico no humano produce una respuesta inmunitaria frente a un antigeno, comprendiendo dicha respuesta
inmunitaria una poblacién de células T que reaccionan frente a un antigeno, y en el que los receptores de células T
comprenden un receptor de células T humano.

6. El animal transgénico no humano de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en el que un receptor de células T
humano producido esta compuesto de cadenas o y f humanas.

7. El animal transgénico no humano de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende ademas:
transgenes contenidos en su genoma compuesto de genes HLA humanos de loci de MHC humanos.

8. El animal transgénico no humano de la reivindicacion 7, en el que dichos loci de MHC contienen todos los genes
HLA humanos.

9. El animal transgénico no humano de la reivindicacion 7, en el que dichos loci de MHC contienen una porcion de
los genes HLA humanos.

10. El animal transgénico no humano de una cualquiera de las reivindicaciones 7-9, en el que dichos genes HLA
humanos son MHC clase | y MHC clase II.

11. El animal transgénico no humano de una cualquiera de las reivindicaciones 7-10, en el que dicho animal
transgénico no humano produce una respuesta inmunitaria frente a un antigeno, comprendiendo dicha respuesta
inmunitaria una poblacion de células T que reaccionan frente a un antigeno presentado por receptores de MHC
clase | humanos, y/o que reaccionan frente a un antigeno presentado por receptores de MHC clase Il humanos.

12. El animal transgénico no humano de una cualquiera de las reivindicaciones 7-11, en el que dichos genes HLA
humanos son MHC clase |.

13. El animal transgénico no humano de una cualquiera de las reivindicaciones 7-12, en el que dichos genes HLA
humanos son HLA-A2.

14. El animal transgénico no humano de una cualquiera de las reivindicaciones 7-13, en el que dicho animal
transgénico no humano produce una respuesta inmunitaria frente a un antigeno, comprendiendo dicha respuesta
inmunitaria una poblacion de células T que reaccionan frente a un antigeno presentado por receptores de MHC
clase | humanos.

15. El animal transgénico no humano de una cualquiera de las reivindicaciones 7-11, en el que dichos genes HLA
humanos son MHC clase II.

16. El animal transgénico no humano de la reivindicacién 15, en el que dicho animal transgénico no humano produce
una respuesta inmunitaria frente a un antigeno, comprendiendo dicha respuesta inmunitaria una poblacién de
células T que reaccionan frente a un antigeno presentado por receptores de MHC clase || humanos.

17. El animal transgénico no humano de una cualquiera de las reivindicaciones 7-16, en el que dicho animal
transgénico no humano produce una respuesta inmunitaria frente a un antigeno, comprendiendo dicha respuesta
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inmunitaria una poblacion de células T que reaccionan frente a un antigeno, y en el que los receptores de células T
comprenden cadenas o y 3 humanas.

18. Un animal transgénico no humano de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende ademas
genes contenidos en su genoma un correceptor humano.

19. El animal transgénico no humano de la reivindicacion 18, en el que dichos genes codifican un correceptor CD8
y/o un correceptor CDA4.

20. El animal transgénico no humano de la reivindicacion 18 o reivindicacion 19, en el que dicho animal transgénico
no humano produce una respuesta inmunitaria frente a un antigeno, comprendiendo dicha respuesta inmunitaria una
poblacion de células T que reaccionan frente al antigeno, y en el que los receptores de células T comprenden
receptores de células T humanos y moléculas correceptoras.

21. El animal transgénico no humano de una cualquiera de las reivindicaciones 18-20, en el que dicho animal
transgénico no humano produce una respuesta inmunitaria frente a un antigeno, comprendiendo dicha respuesta
inmunitaria una poblacién de células T que reaccionan frente a antigeno presentado por receptores de MHC clase |
humanos, y/o que reaccionan frente a un antigeno presentado por receptores de MHC clase |l humanos.

22. El animal transgénico no humano de una cualquiera de las reivindicaciones 18-21, en el que dicho correceptor es
un correceptor CD8.

23. El animal transgénico no humano de una cualquiera de las reivindicaciones 18-22, en el que dicho animal
transgénico no humano produce una respuesta inmunitaria frente a un antigeno, comprendiendo dicha respuesta
inmunitaria una poblacién de células T que reaccionan frente al antigeno y en el que las células T expresan sobre su
superficie celular receptores de células T humanos y moléculas correceptoras CD8.

24. El animal transgénico no humano de una cualquiera de las reivindicaciones 18-23, en el que dicho animal
transgénico no humano produce una respuesta inmunitaria frente a un antigeno, comprendiendo dicha respuesta
inmunitaria una poblacion de células T que reaccionan frente a antigeno presentado por receptores de MHC clase |
humanos.

25. El animal transgénico no humano de una cualquiera de las reivindicaciones 18-21, en el que dicho correceptor es
un correceptor CD4.

26. El animal transgénico no humano de una cualquiera de las reivindicaciones 18-21 y 26, en el que dicho animal
transgénico no humano produce una respuesta inmunitaria frente a un antigeno, comprendiendo dicha respuesta
inmunitaria una poblacién de células T que reaccionan frente al antigeno y en el que las células T expresan sobre su
superficie celular receptores de células T humanos y moléculas correceptoras CD4.

27. El animal transgénico no humano de una cualquiera de las reivindicaciones 18-21, 25 y 26, en el que dicho
animal transgénico no humano produce una respuesta inmunitaria frente a un antigeno, comprendiendo dicha
respuesta inmunitaria una poblacion de células T que reaccionan frente a antigeno presentado por receptores de
MHC clase Il humanos.

28. El animal transgénico no humano de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que dicho animal es
cualquier animal que se puede manipular transgénicamente.

29. El animal transgénico no humano de una cualquiera de las reivindicaciones 1-28, en el que dicho animal es un
raton.

30. El animal transgénico no humano de una cualquiera de las reivindicaciones 1-28, en el que dicho animal es una
rata.

31. El animal transgénico no humano de una cualquiera de las reivindicaciones 1-28, en el que dicho animal es un
primate.

32. El animal transgénico no humano de una cualquiera de las reivindicaciones 1-28, en el que dicho animal es un
chimpancé.

33. El animal transgénico no humano de una cualquiera de las reivindicaciones 1-28, en el que dicho animal es una
cabra.

34. El animal transgénico no humano de una cualquiera de las reivindicaciones 1-28, en el que dicho animal es un
cerdo.

35. El animal transgénico no humano de una cualquiera de las reivindicaciones 1-28, en el que dicho animal es un
pez zebra.
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método para producir un animal transgénico no humano segun la reivindicaciéon 1, que comprende las etapas

inactivar loci de receptores de células T enddgenos que son loci de receptores de célula T de cadena a y
en un embrién no humano o una célula madre embriénica no humana;

insertar transgenes que contienen loci de receptores de células T humanos activos que son loci de receptores
de cadenas a y B en dicho embriéon no humano o célula madre embridnica no humana;

producir un animal transgénico a partir de dicho embrién no humano o célula madre embriénica no humana
que contiene el transgén humano activo, en el que el animal es capaz de producir células T que expresan
receptores de células T humanos; y

reproducir el animal transgénico segun sea necesario para producir el animal transgénico de la reivindicacion
1.

método para producir un animal transgénico no humano segun la reivindicacion 1, que comprende las etapas

inactivar loci de receptores de células T endégenos en un embrién no humano o célula madre embriénica no
humana, en el que dichos loci son loci de receptores de células T o 0 de receptores de células T B;

producir un animal transgénico a partir de dicho embrién no humano o célula madre embriénica no humana
que contiene loci activados, en el que el animal es incapaz de expresar dichos loci endégenos;

cruzar un animal transgénico producido que tiene loci de receptores de células T o endégenos inactivados
con un animal transgénico producido que tiene loci de receptores de células T B endégenos inactivados;

seleccionar la progenie que tiene los loci tanto de los receptores de células T o como de los receptores de
células T B enddgenos inactivados;

insertar trasngenes que contienen loci de receptores de células T humanos activos en un embrién no humano
o célula madre embridnica no humana, en el que dichos loci de receptores de células T humanos son loci de
receptores de células T o o de receptores de células T  humanos;

producir un animal transgénico a partir de dicho embrién no humano o célula madre embriénica no humana
que contiene el transgén humano activo;

cruzar un producto transgénico animal que tiene transgenes de receptores de células T o humanos activos
con un animal transgénico producido que tiene transgenes de receptores de células T B humanos activos;

seleccionar la progenie que tiene los transgenes tanto de los receptores de células T a como de los
receptores de células T B humanos activos, en el que el animal es capaz de producir células T que expresan
receptores de células T humanos;

cruzar un animal transgénico producido que tiene loci tanto de los receptores de células T o como de los
receptores de células T B enddgenos inactivados con un animal transgénico producido que tiene transgenes
tanto de receptores de células T a. como de receptores de células T 3 humanos activos;

seleccionar la progenie que tiene loci de receptores de células T a y de receptores de células T B endégenos
inactivados y que contiene transgenes de receptores de células T a y de receptores de células T  humanos
activos; y

reproducir el animal transgénico segun sea necesario para producir el animal transgénico de la reivindicacion
1.

método de una cualquiera de las reivindicaciones 36-37, en el que dichos loci de receptores de células T

enddgenos se inactivan mediante una limitacion funcional de los loci.

39. El

método de una cualquiera de las reivindicaciones 36-37, en el que dichos loci de receptores de células T

enddgenos se inactivan suprimiendo los genes del segmento J a partir de dichos loci.

40. El

método de una cualquiera de las reivindicaciones 36-37, en el que dichos loci de receptores de células T

enddgenos se inactivan suprimiendo los genes del segmento D de dichos loci.

41. El

método de una cualquiera de las reivindicaciones 36-37, en el que dichos loci de receptores de células T

enddgenos se inactivan suprimiendo los genes del segmento C de dichos loci.
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42. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 36-37, en el que dichos loci de receptores de células T
humanos estan no reordenados.

43. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 36-37, en el que dichos transgenes que contienen los loci de
receptores de células T humanos comprenden, en enlazamiento operable, una pluralidad de genes V y genes D y/o
J y C de receptores de células T humanos.

44. Un método para producir un animal transgénico no humano segun la reivindicacion 1, capaz ademas de producir
moléculas heterélogas de MHC, que comprende las etapas de:

cruzar un animal transgénico que expresa receptores de clls T humanos producidos mediante el método de la
reivindicacion 36 con un animal transgénico que contiene loci de MHC humano y que expresa moléculas de
MHC humano;

seleccionar la descendencia de animales transgénicos que expresan receptores de células T humanos y
moléculas heterélogas de MHC; y

reproducir el animal transgénico segun sea necesario para producir el animal transgénico de la reivindicacion
1, capaz ademas de producir moléculas heterélogas de MHC.

45. El método de la reivindicacion 44, en el que dichos loci de MHC contienen todos los genes HLA humanos.

46. El método de la reivindicacion 44, en el que dichos loci de MHC contienen una porcién de los genes HLA
humanos.

47. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 44-46, en el que dichos genes HLA humanos son MHC
clase | y MHC clase II.

48. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 44-47, en el que dichos genes HLA humanos son MHC
clase I.

49. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 44-47, en el que dichos genes HLA humanos son MHC
clase Il.

50. Un método para producir un animal transgénico no humano segun la reivindicacion 1, capaz ademas de producir
moléculas heterélogas de MHC, y moléculas de correceptores heterélogos, que comprende las etapas de:

cruzar un animal transgénico que expresa receptores de células T humanos y moléculas heterélogas de MHC
producidos mediante el método de la reivindicacion 44 con un animal transgénico que contiene genes de
correceptor heterélogo;

seleccionar progenie de los animales transgénicos que expresan receptores de células T humanos,
moléculas heterélogas de MHC, y moléculas de correceptores heterdlogos; y

reproducir el animal transgénico segun sea necesario para producir el animal transgénico de la reivindicacion
1, capaz ademas de producir moléculas heterélogas de MHC y moléculas de correceptores heterdlogos.

51. El método de la reivindicacion 50, en el que dicho correceptor heterdlogo es un correceptor CD8 y un correceptor
CD4.

52. El método de la reivindicacion 50, en el que dicho correceptor heterélogo es un correceptor CD8.
53. El método de la reivindicacion 50, en el que dicho correceptor heterélogo es un correceptor CD4.

54. Un método para generar una linea celular inmortal capaz de producir receptores de células T humanos, que
comprende las etapas de:

producir un animal transgénico capaz de producir receptores de células T humanos mediante el método de la
reivindicacion 37;

inducir una respuesta inmunitaria en dicho animal;
aislar una célula T que expresa receptores de células T humanos; y

fusionar la célula T aislada con una estirpe celular inmortalizante para generar una estirpe celular inmortal
capaz de producir receptores de células T humanos.

55. El método de la reivindicacion 54, en el que dicha célula T aislada expresa TCR especifico para un antigeno
particular de interés.
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56. El método de la reivindicacion 54 o reivindicacion 55, en el que dicha célula T aislada expresa TCR capaz de
reaccionar con un complejo péptido/MHC de interés.

57. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 54-56, en el que dicha estirpe celular inmortalizante es una
estirpe celular de mieloma.

58. El animal transgénico no humano de la reivindicacién 1, que contiene ademas en su genoma transgenes que
comprenden, en enlazamiento operable, una pluralidad de genes V y sus genes D y/o J y C de receptores de células
T humanos.

59. El animal transgénico no humano de la reivindicacion 1, en el que los transgenes contenidos en su genoma
estan contenidos en la linea germinal.
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Nco 1(83568)
J-alfa TA26
Pst I(83415)
Senal diversa 96
Sefal diversa 95
Taq I(83147) .
Tha 1(83126)
Mvn 1(83126)
Sca I(83080]
Sna B1(82943
~ J-alfaps3
Xmn 1(82850
Asp 700(82850
Taq 1(82844)
Nsi 1(82683)
Ppu 101(82679)
Msc1(82432)
MiluNI(82432 Bsr GI(83840)
Eae I1(82430) Ssp BI(83840)
Sac 1(82422 Hga 1(84455)
Ecl 13611(82420) 11(84476)
Esp1(82416 Bsa (8450
Cel 11(82416 Msl1(84560)
Bpu 11021(82416) Mvn1(84602)
Ksp6321(82254) Thal(84602)
CSB-1 Hin P11(84602)
Mun 1(82109) Cfol(84604)
Mfe 1(82109) Hha 1(84604)
Sex AI(81978) Sex AI(84734)
J-alfa newrq P. Sél(sﬁggg)ls)
Senal diversa g4 Sp ;
Senal diversa 93 BamHI(85067) S6ndese
Bgl1(81693) Pvull(85074) un fragmento
Hpa1(81670 cml(85098) Pur
NgoMI(85214) 061
Nae 1(85216) 85723
su361(85305) (Hind IT)
Pvull(85500)
Sca 1(85689)
Hind MI(85723)
Bsp HI(85906)  Sitio I\Gdel
Rea 1(85906) — Insertado a
Nc(o I(8809) 86061
Psp 14061(86223)
exon 1 de C-alfa
’f1 M1(86290)
Van 91 1(86290)
% Hind T1(86306)
L] )

Fragmento de muTCRa, locus & (MUSTCRA)
5160 pb (molécula 94647 pb) FIG . 1 D-2
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Afll Afll
- HindIII, Mfel, Afll

Spel ~ EcoRI,Nofl EcoRI,Notl’ ,
HindllT . AAT cortese Spel y : liguese
9 LL spel + Al yiL - >

Myel HindlIII Mfel '
EcoRI Nortl

Spel \ Spe cortese EcoRl + Notl
FIG. 2D liguese, identifiquese

para orientacién

Fragmento de locus 3’

de muTCRB
~3kb
BamHI Cb5' EcoRI

- —p-—p —p <
(154275)  (157517) Chetal

ADN genémicomu  cértese con BamHI

—_— —_—
/ EcoRI BamHI (154275)
liguese con ligador
FIG. 2A, 2B BamHI/Notl
BamHI .
cortese aislese o
BamHI + No’tI fragmento
HSV-tk
Nosi HSV-tk
Z A

FIG. 1A Bami HSV-K

cortese con Hindlll

liguese, identifiquese

Fragmento de locus 3’ para orientacién

de muTCRB

~3.4Kb
Hindlll ~ Cpy  Hindll
—

(168778) ~~~~~~~~~(172161) Hindlll

( ADN genémico mu

Cbeta2 CbS' 3

7 - (13.2Kb)
FIG. 2A, 2C

HindIIl (168778)

i
Norl

o 4
BamHI oy 1
FIG. 2 VISTA GENERAL
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FIG. 2A

+ Tth 1111(161338)
O Hind 111(160010)
® Eco RV(159986
© Spe 1(159865)
v Eco RI(159739)
Regién C (TCRBC1) 1
CDS(TCRBC1) 14
v MEI(159001)
Eeo RI(15751
+Tth 1111(157404
Regi¢n de repeticion 166
Reglén de repeticion 165
®Fco RV(156336
+Tth 1111(155812)
CDS(TCRBJ156) 13
Segmento J (TCRBJ1S6) 6
CDSITCRBJ1S5) 12
S¢gmento J (TCRBJ1S5) 5
CDS(TCRBJ134) 11
egmento J(TCRBJ154) 4
CDS(TCRBJ1S3) 10
Segmento J(TCRBJ1S3) 3
amHI(154275)

o

CDS(TCRBJ152) 8
Segmento J(TCRBJ1S2) 2
o Eco RV(154011)
CDS(TCRBJ1S1) 68
Segmento J (TCRBJ1S1) 1
Segmento D (TCRD01) 1
+ Tth 1111(152435)
Regi6n de repeticién 164
Mfel(151378)
O Hind (151087)
+ Tth 1111(150766)
* Eco RV(150716)
Regién de repeticion 163
Regidn de repeticion 162
Regidn de repeticién 161

Segmento D(TCRBD2) 2
EcoRV(162664)

Fco RI(162809)v/

Segm'entoJ (TCRBJ281) 7

CDS(TCRBJ2S1) 15

'Segmento J (TCRBJZSZ) 8

CDS(TCRBJ2S2) 16

'Segmento J (TCRBJZS3) 9

CDS(TCRBJ2B3)17

segmento J (TCRBJ254) 10

CDS(TCRBJZS(B 18

segmento J(TCRBJ2S5) 11

CDS(TCRBJ255) 19

segmento J (TCRBJ2S6) 12

| segmento J TCRBJ2S7) 13

CDS(TCRBJ2S7) 20

BamHI(164705)O

BamHI(164857) O

EoRI(164964) v/

Hind IH(164996) 0

n de repeticién 167

Eco RI(165835)v

f[ind [1I(165876)0

Eco RV(165945) @

Spel(167221)®

il (1 [Mel(167385)

Tth 1111(167506)+
CDS(TCRBC2) 21
Regién C (TCRBC2) 21

Eco RV(168049) e

EcoRV(168370) @

Hind111(168778)00

Re

Y-S

Regién de repeticién 1

BamHI(171053) O

Eeo RV(172402)

'Regién de repeticién 160

= =
le——11 3Kb—>

Fragmento de locus 3’ de muTCR.
23300 pb (molécula 199101 pb) '

Eco .
EcoRl__—5pe(D ’ Hindl
C —— RV @D
I —1 | 1
@ Prgk(280) pgk POLY A
[ |  — | o | — [ —| — e [——
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Bt EILS
Ssp Bl
Bsr Gl 154119i
Sac 1(156083

Ec 13611(156083

) 7
M1
T 11115383

CDS(TCRBJ1S6) 13
Segmento J (TCRBJ1 6)
51556 1)
Recomb diversa(TCRBJ1S6)24
Recomb diversa {TCRBJ1S6123
Recomb diversa %CRBMSG 22
COSTCRAISS % yz
% ento J{TCRBJ1S5) 5t
Recom iversa (TCRBJ155)21
Recomb diversa (TCRBJ1S5)2(
Recomb diversa (TCRBJ1S5119 Pfi MI(156654
CDSITC BJTSQ}1 'an 911(156654)
Segmento J (TCRBJ154) 4 Regidn de repeticion 6
SegmentoJ TCRBJ1S4} 18 Region de repeticion 166
Segmento J [TCRBJ1S4} 17 Acc1(15 %74}%
SegmentoJ TCRBJ1S4 16 Psl 1 048
54812 Dra H(157307)
%? 4571) o i 557733664
N"e” 445‘3 g lids7ay
Eco /& 57517
o 5l
%men‘iﬂsj”g?“ il bl
Recomb diversa(fCRBIZHN B 6158413])
Xina 1(15840) P CI15H
Eecomg giversa TCR J1S3 1I% l ok 15?2426)
u
ecomb diversalT{RB/LS cp I 1585
Eco NI(1542
CDS(TCRBJ1S2 9‘ g(f 15853
Segmento J{TCRBJ1S2) 2 a (15876
Recomb diversa(ICRBJ152)12 Aee IT1(158904
Recomb diversa{TCRBJ1 sa WI(15890
g Bse AI(I58004
éTCRqBS1S2 0 Bp B(LS8001
Se mentoJ SEB‘\HE erI‘lSS9
Recomb diversa{TCRBJ BI(158944)
Recomb diversa T RBJ 2 1(159001
Recomb diversa(TCRBJ1S1)7 fngOO?&
1(153920 CBo RN 14
L Tissnig o
MamI 15 ;gfgg “ | 1%9717;
i fo i)
Recomb diversa(TCRBD1 6) Rea (159743
Recomb diveres ﬁcaemL Dra (3578
Recomb diversa(TCRBD1 1 Spe 1(159865)
|

B
Fragmento de regién 5’ de Cb1 de TCR
6700 pb (molécula 199101 pb) — 158300 - 159747

49



ES 2389251 T3

Nde 1(170329
Nde1(170310
Ssp 31(169'803;
Bsr GI(169803)
SapI(169789)| ~
Regién de repeticién 168}]" -
Pvu I1(169114)
Tth 1111(168881)
Asp1(168881),
Hind TI(168778)
Esp1(168673
Cel 11(168673J
Bpu 11021(168673 HpaTI(170789)
Cheta2 — Hpa 1(168433 Msp1(170789)
Mam1(168372) Nei 1(170790)
Bsa BI(168372 BamHI(171053)
Bsm 1(168110) Alw 441(171092)
Drd 1(167790) Apa LI(171092)
Regién C (TCRBC2)2 0 1(171092)
CDS(TCRBC2)21 Mfe 1(171129)
Teh 1111(167506) un 1(171129)
Asp1(167506] Scal(171609)
Bfr1(167423) Sap1(172132) _T
AR 11(167423 Hind 11(172161)
Mun 1(167385 Spe1(172273)
Mfe 1(167385 Bsr BI(172835)
Bel1(167301) Bst XI(173100)
Bst XI(167290 Reg |6T de repeticion 169
Sca |(167226) Bsr GI(173300)
Spel(167221 | s5p BI(173300)
Beg 1(167049) | DralN(173427)
Esp 1(166938) PyuT1(173946)
Cel 11(166938 Pst1(173951)
Bpe 11021(166938 Bsm1(173958)
Pl 1(166931) Pst1(174061)
Pma CI(166931) DraTII(174130)
Bbr PI(166931) L Hpal(174193)
] A N
— Fragmento de locus 3’ de muTCRbeta
7439 pb (molécula 199101 pb) FIG 2C -
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Marcadores Componentes
0Xb) T
100 AE000658.1, 250529 bases (UWMSC)
B [césmido] clon XXcos-Misc 1, 14q11.2
200 | |
300 |
5 AE000659.1, 251199 bases (UWMSC)
N B [c6smido] clon XXcos-Misc 2, 14q11.2
400
500 |
600 AE000660.1, 251124 bases (UWMSC)
[césmido] clon: XXcos-Misc_3, 14q11.2
700 | 1
800 |
AE000661.1, 247877 bases (UWMSC)
—_ lon : .
900 - clon ; 14q11.2
1000 |
AE000662.1, 71153 bases (UWMSC)
X clon ; 14q11.2
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TCRAV9S1
mRNA(TCRAV9S1)5
TCRAVIS1 Sbi(Sse83871)(80694)
Pme1(66396) TCRAV10S1
- Sal (6341) mRNA(TCRAV10S1)6
Not (6350 TCRAV10S1
Jina TI(63506) TCRAV10S1
Eag 1(63506) TCRAV11S1
AiTI(62469) mRNA(TCRAV11S1)7
TCRAVSS1 \ Pme 1(35104)
TCRAV8S1 SH1(95360)
mRNA(TCRAV8S1)4, \\ TCRAV12S1
TCRAV8S1 mRNA(TCRAV1251)8
ATI(52004) TCRAV12S1
Sbfl(SseB3871)(45552) TCRAV12S1
TCRAV7S1 TCRAV8S2
mRNA(TCRAV7S1)3 mRNA(TCRAV8S2)9
TCRAV7S1 TCRAV8S2
AWTIBTLT) TCRAV8S2
XmaTC681) TCRAVSS3
Fag106281) mRNA(TCRAV8S3)10
TCRAV6S1 TCRAV8S3
TCRAV6ST TCRAVSS3
mRNA(TCRAV6S1)2 Sbfi(Sse83871)(116211)
TCRAV6ST Pme 1(118460)
Prel(1541 | sbii(Sses3s71)(121841)
TCRAV5S1 | TcRAVI3SY
ATG109) mRNA(TCRAV1351)11
TCRAV5S1 TCRAV13S1
mRNA(TCRAV5S1)1 TCRAV1331
TCRAV5S1 PreI(133818)
|
l’ i E | I I |
B
136335 b (reolerula 291199 pb) FIG. 4C
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TCRAV2251
mRNA(TCRAV22S1)6
TCRAV22S1
Ay
Sbfl(Sse83871)(80779)
hADV2351
mRNA(hADV23S1)7
hADV23S1
hADV23S1
hDV10181
mRNA(hDV10151)8
hDV101S81
Eag K(105212)
[)bna M(105212)
Eag 1(105246)
XmaTH(105246)
TCRAV24S1
mRNA(TCRAV24S1)9
CDS(TCRAV24S1)1
Sal121713) TCRAV24S1
Sbfl(See83871)(16962) TCRAV2551
TCRAV19S1 mRNA(TCRAV25S1110
TCRAV19S1 TCRAV2551
mRNA(TCRAV1981)3 TCRAV2551
TCRAV1 9S1 Pre I(l ]82[3)
TCRAV18St1 TCRAV21S1 AviTl(123253)
mRNA(TCRAV18S1)2 mRNA(TCRAV21S1)5 ag 1(126056)
TCRAV18S1 TCRAV2151 Xma TII(126056)
TCRAV1T7S1 TCRAV20S1 CRAV26S1
TCRAV1TS1 TCRAV2031 mRNA(TCRAV26S1)11
mRNA(TCRAV1781)1 mRNA 4 TCRAV26S1
TCRAV17S1 TCRAV20S1 AviT(133416)

Fragmento de HUAE000660
134892 pb (molécula 251124 pb)

FIG. 4D
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Sbfl(Sse83871)(61734) TCRAV4051
TCRAV39S1 mRNA(TCRAV4081)5
Sbfl(Sse83871)(57472) TCRAV40S1
TCRAV3951 TCRAV4051
mRNA(TCRAV39S1)4 AviII(70079)
TCRAV39S1 TCRAV41S1
Prme 19112 mRNA(TCRAV4151)6
AviTI(38521 TCRAV41§1
hADV38S2 TCRAV4181
mRNA(hADV3852)3 Shil(Sse83871)(75872)
hADV38S2 AviTi(§0220)
TCRAV3851 Avili(86774)
mRNA(TCRAV3881)2 A T2170)
TCRAV3831 §fi1(108507)
TCRAV37S1 PmeT(108792)
Avill(19104 Sal1{111214)
mRNA(TCRAV37S1)1 me 1(114634)
TCRAV37S1 AviTI{119915)
(I
I NS
Fragmento de HUAE000661
131332 bp (molécula 247877 pb) FIG 4E
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Marcadores Componentes

0 Kb

100 T
U66059.1, 267156 bases (UWMSC)

[c6smido] clor, 7935

200 :
300
T U66060.1, 215422 bases (UWMSC)
[c6smido] clon , 7935
400
500
+ [———U66061.1, 232650 bases (UWMSC)
| [césmido] clon, 7q35
600

AF107256.1, 46343 bases IMB)
- I-—/ [BAC]clon BAC C3,7g36  F|G. 5A
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Pseudogen de tipo dopamina-beta-hidroxilasa
Pseudogen de tipo dopamina-beta-hidroxilasa
Pseudogen de tipo dopamina-beta-hidroxilasa
Pseudogen de tipo dopamina-beta-hidroxilasa

Pseudogen de tipo dopamina-beta-hidroxilasa
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i RY3B

BxnfTRY3H

SAI(B0IT8)

IRV

Exon(TRY3)S

Pseudogen de tipo tripsinégeno
Pseudogen de tipo tripsinégeno
Pseudogen de tipo tripsinégeno
Pseudogen de tipo tripsin6geno
Pseudogen de tipo tripsinégeno
Pseudogen de tipo tripsinégeno
Pseudogen de tipo tripsinégeno
Pseudogen de tipo tripsinégeno

Pseudogen de tipo tripsinégeno
Pseudogen de tipo dopamina-beta-hidroxilasa

Pseudogen de tipo dopamina-beta-hidroxilasa
Pseudogen de tipo dopamina-beta-hidroxilasa
Pseudogen de tipo dopamina-beta-hidroxilasa
Pseudogen de tipo dopamina-beta-hidroxilasa
Pseudogen de tipo dopamina-beta-hidroxilasa
Pseudogen de tipo dopamina-beta-hidroxilasa
Pseudogen de tipo dopamina-beta-hidroxilasa
Pseudogen de tipo dopamina-beta-hidroxilasa
Pseudogen de tipo dopamina-beta-hidroxilasa
Pseudogen de tipo dopamina-beta-hidroxilasa
Pseudogen de tipo dopamina-beta-hidroxilasa
Pseudogen de tipo dopamina-beta-hidroxilasa
Pseudogen de tipo dopamina-beta-hidroxilasa
Pseudogen de tipo dopamina-beta-hidroxilasa

Pseudogen de tipo dopamina-beta-hidroxilasa

Sbfi(Sse83871)(36077)

Sbi(Sse83871)(24337)

N8 8 8
g

Fragmento de U66059

‘Bin{TRY
I FRY3)
RNATRY3)!

COS(TRYS)

" Baf IRV

Inue{TRYY)

BroaTRY3)!

SIS

TRBV2TS1 V/
CDS[TCRBV2TSIP)2
ToRBV22S1 v/

CDS(TCRBVZ2STAMTY
SbA(Sse8387107962)
TCRBSS!
CDS(TCRBVASTAITY
TeRersl v
CDS[TCRBVISHAINZT)S
SSseB38T107291)
ToRavsst v
CDS(TCRBVESIAITI6
AWTI(11984)
onsnsss Y
CDS(TCRBV3S3)T
TCRB6ST
CDS[TCRBVBSTP)8
SbASseB38TI)131799)
Eag1(137928)
ma 1TI(137928)
ToRaviss Y
COS{TCRBVISHAZT)Y
TeRBV13s2Y
CDS{TCRBVA3S2AMT)I0
Fse](148837) Fei
TCRBVSS? \
CDS(TCRBVAS2AZPT)4
TCRBV7S)
CDS(TCRBVIS2AINAT) 2

FIG. 5B

161934 pb (molécula 267156 pb)



ES 2389251 T3

Sb(SseB3871)(73686)-
| TCRBVEST
COS[TCRBVBSEAT{O CDSTCRBVASTP}i1
FIG. 5C TCRBVESS | Avmmm N
TCRBA3ST TCRBV13%4
CDS(TCRBVES2)9 CDS(TCRBV384)12
TCRBVSS2 TCRBV6S2
CDS[TCRBVSIAINIT)S CDS{TCRBVBS2AINITIS
TCRBVESS Sbf{Sse83671)4302)
Shi(SseB3871)46179) TCRBVS4
ShiiSse8387)(45196) CDS{TCRBVSS4AZT) 4
CDS{TCRBV1358P)7 SbilSse8387107500)
TCRBVG7 A T(03155)
COS{TCRBVSS3AZT8 A1)
TCRBV5S3 _ L TCRB6S4
Shil{Sse83871)36154) CDS(TCRBVBSA1)1S
CDS[TCRBVESOP)S Al
TCRBVESS TCRBV23S1
Shi(SseB3671)(29067) CDS(TCRBV23S1A2T6
COS{TCRBV356A2T TCRBV12S1
TCRBV13S6 CDS[TCRBVI2S1AIN)T
CDS[TCRBVSEASNZTI3 10807
TCRBVSSS TCRBV21S?
CDS{TCRBVS8AZT)2 CDS{TCRBV21S242)18
TCRBVSS Exgl(12600)
SbA(SseB3a7I10211) Fna 132606
CDS{TCRBVA3S1)f TCRBVES!
TCRBV3S1 CDS(TCRBV8S1)19
i i
' Y  FragmentodeU66060 L /
141491 pb (molécula 215422 pb) B

63



ES 2389251 T3

sefial de polia (TRYS)5
MRNA(TRY)S
FIG. 5D CDS(TRY8)16
SbAi(SseB3871)(174438)
Ksp1(168250)
sefial de polia (TRY7)4
CDS(TRY7)15
mRNA(TRY7}4
Sbil(SseB3671)(164163)
Senal de polia (TRYE)3
CDS(TRY6)14
mRNA(TRY6)3
Setial de poliA (TRY5)2
CDS(TRY5)13
MRNA(TRY5)2
Sbf(SseB3871)(14346)

Shil(SseB3671)(142616)

CDS(TRY4)12
MRNA(TRYA)1
Sbi(Sse83871)132567)
Sbi(Sse83871)131721)
SA1(126748)

H BE B B R
Fragmento de U66061
109812 pb (molécula 232650 pb)

64

- Aill(18s1s8)

Segmento D{TCRBDA)1
segmento J{TCRBJIS1)1
[seamento J{TCRBJ1S2)2
segmento J (TCRBJ153)3
segmento s {TCRBJISAM
segmento s (TCRBJ1S5)5
Segmento. (TCRBI1SE)6
CDS(TCRBC1)17
‘Regionc {TCRBC1)1
sefal de polia |(TCRBC1)6
SegmentoD (TCRBD2)2
Segmento J {TCRBJ2S1)7
segmento J [TCRBJ252)8
segmentoJ {TCRBJ2S3)9
segmento) (TCRBJ254)10
segmento ) (TCRBJ2S5)11
Segmento J TCRBJ2S6)12
SegmentoJ {TCRBJ2ST)13
CDS(TCRBC2)18
segionc (TCRBCZZ v
sefal de polia (TCRBC2)7
TCRBV2081

CDS{TCRBV20S1ATN2)19
I ML
it WHHWHHI—NHH HH—

y )

7

a



Sal1(9961)

§ 8

ES 2389251 T3

AF107256
46343 pb

FIG. 5E

65

Pme 1(28559)
" Kspl(31582)
Sbfl(Sse83871)(31663)
KspI(31701)°
4sc I(31745)
xon(EPHB6)1
p1(31938)
Ksp1(32236)
Exon(EPHB6)2
Exon(EPHB6)3
mRNA(EPHB6)1
Exon{EPHB6)4
Exon(EPHB6)5
Exon(EPHB6)6
Exon(EPHBE)?
SA1(41295)
Exon(EPHB6)S.
Exon(EPHB6)9
CDS(EPHBE)1
CDS(EPHB6)10
Avi TI(43443)

Exon(EPHB6)11

Exon(EPHB6)12
Exon(EPHB6)13
Exon(EPHB6)14

Exon(EPHB6)15

Sfi1(45394)

/i 1(45403)

Exon(EPHBG6)16




ES 2389251 T3

4G 9|4 PI00Z 0S5t 00} 0S 0

//
/!

10QY¥3IN0ZI 0ZVYe,

[}
e e T T T I SIS P

(a1 009) L © 0¥

a0z9 £ NNy’ 4
. lagl Z1 9l 61 vl EN gzle 9 92 V 162 1-€2| 1-12

eleHE ([ [eV4 -v2 <c
OZVv44 .
__¥Heva

._OUM_U:wHOn_

[0Sy
OJUFWOR)  J-Zp O} L-2r

,—..—-

OHD3Y3A OZVvyg

/ '(94 009) 21 B Ov6: B

a3ooP

l-0¢ 8l oL g-cl gzl €0l 6L 8-L LG 89 OLGG GLVG

1002

}
§9 ¢LL 121 1-0LeG -9 I8 €9 2¢€ ¢t L LG L€

66



96 'Ol

ugIDedYIpOW 3p J01DIA

731 3av — oeN

ES 2389251 T3

67

AN - A i
131 I.I\,\ /NW_.D.!T//////////«\\\\\\\\\\\\NTMW_@ .../.M, d¥l —~ ydwe L 31
% YH6vQ ZLeovs ¥

OVA 94010y



ES 2389251 T3

Gen V de linea germinal

L-PARTE 1 L-PARTE2 REGIONV s
' ; 27 — '
¥ Si-ADN @ - /////////////// N 3iADN O
| 1 |
INTRON V EXONV
Gen V-D-J de ADN reordenado REGION D
L-PARTE 1 L-PARTE2 _ REGIONV  |REGION J
° 5'i-ADN @‘L ’///////////////ﬁl__l 371 -ADN ¥
: | UN|ION
INTRON V i EXONV I
L REGION V-D-J |
EXON V-D-J
Secuencia de ADNc
REGION L-V-D-J-C
' REGION V-D-J-C l
| -1
REGION D
SITIO DE REGION L REGION V I REGION J REGION C
PROTECCION ‘ '
5 % ——— 3
L Ulmll\f
[ REGION V-D-J |
REGION L-V-D-J
Leyenda
m Ayuste aceptor o ayuste donante
- heptamero
— homamero
- espaciador
®* o
regiones N

FIG. 6

68



	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias
	Reivindicaciones
	Dibujos

