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DESCRIPCION
Ratones transgénicos del gen cgamma de las inmunoglobulinas humanas de clase G.

La presente invenciéon se refiere a un ratdn transgénico de la region constante de la cadena pesada de
inmunoglobulinas humanas de clase G y a sus aplicaciones para la producciéon de anticuerpos humanizados de
clase IgG, en particular de IlgG1 humanizadas.

Las inmunoglobulinas o anticuerpos son moléculas bifuncionales capaces de ligarse a un gran nimero de antigenos
por sus dominios variables (VH y VL) y de interaccionar por sus dominios constantes con células del sistema
inmunitario (monocitos, macréfagos) y sistemas efectores del organismo (sistema del complemento, CDDA,
opsonizacion). La estructura de las inmunoglobulinas comprende dos cadenas ligeras idénticas y dos cadenas
pesadas idénticas conectadas por puentes disulfuro. Existen 5 clases principales de inmunoglobulinas o anticuerpos
(IgA, gD, IgE, IgG, IgM) asi como subclases o isotipos (por ejemplo, de IgG1 a IgG4 en el hombre) determinados
por su tipo de cadena pesada. La clase de las IgG, en particular la subclase de IgG1 en el hombre, corresponde a
los anticuerpos mas activos.

Efectivamente, las inmunoglobulinas G (IgG) constituyen la parte esencial de la respuesta secundaria a los
antigenos. El enlace de IgG con el antigeno tiene un efecto directo de neutralizacion (toxinas, virus). La mayoria de
las subclases de 1gG, y especialmente la IgG1 en el hombre, son capaces de activar la cascada enzimatica del
complemento que desemboca en la lisis de las células diana. Las 1gG son los anticuerpos mas eficaces para
sensibilizar las dianas de reacciones de citotoxicidad dependiente de anticuerpo (CCDA o ADCC por Antibody-
Dependent Cell Cytotoxicity). Los macrofagos y los neutréfilos poseen receptores de Fcy (RFcy) que participan en la
captura de los complejos inmunitarios (fenébmeno de opsonizacion). Ademas, las 1gG cruzan la barrera placentaria
(en el hombre).

Las IgG comprenden dos cadenas pesadas idénticas (cadena y) de isotipo y1 a y4 (subclase IgG1 a IgG4) en el
hombre, asociadas a través de puentes disulfuro con dos cadenas ligeras idénticas de isotipo kappa (k) o lambda

).

La cadena pesada vy, que es especifica de esta clase de inmunoglobulinas, existe en forma membranal y en forma
secretada. La forma secretada comprende cuatro dominios de aproximadamente 110 aminoédcidos: un dominio
variable VH y tres dominios constantes CH1, CH2 y CH3, asi como una regién bisagra ("hinge” o H) entre CH1 y
CH2. La forma membranal comprende ademas un dominio hidréfobo (m1) que permite el anclaje de la proteina en la
membrana, asi como un dominio intracitoplasmatico (m2). La region de la cadena pesada correspondiente a los
dominios CH1, CH2, H, CH3 (forma secretada) o CH1, CH2, H, CH3, m1, m2 (forma membranal) se denomina
region constante en contraste con la region correspondiente al dominio variable VH, que se denomina region
variable.

Las cadenas ligeras « y A, que son comunes al conjunto de las clases y subclases de inmunoglobulinas,
comprenden dos dominios: un dominio variable (VL) y un dominio constante (CL). En el hombre, la expresién de las
cadenas x y A es equivalente, mientras que en el ratén la expresiéon del locus A es muy baja, de tal modo que un
95 % de las cadenas ligeras son de tipo k. La region de la cadena ligera correspondiente al dominio CL se denomina
region constante en contraste con la region correspondiente al dominio variable VL, que se denomina region
variable.

Los genes de inmunoglobulinas se organizan en loci, un locus para las cadenas pesadas (locus de IgH) y un locus
para cada una de las cadenas ligeras (locus lambda y kappa).

Los loci de las cadenas ligeras comprenden cada uno de los genes V y J codificantes del dominio variable y los
genes C que codifican el dominio constante; en el transcurso de la diferenciacién de los linfocitos B, se reordena un
gen V con un gen Jy un gen C, y la region V experimenta ademas mutaciones somaticas que permiten producir
anticuerpos de alta afinidad por el antigeno.

El locus de las cadenas pesadas comprende los genes V, D y J codificantes del dominio variable y los genes C (Cyp,
Cd, Cy, Ce y Ca) codificantes de los dominios constantes de los isotipos de diferentes clases de inmunoglobulinas;
cada gen C, excepto C9, esta precedido por una secuencia de conmutacion o “switch” (S). Los genes Cy (Cyl a Cy4
en el hombre) contienen intrones que separan los exones codificantes de los dominios constantes CH1, H, CH2,
CH3y los exones de membrana m1y m2.

En el transcurso de la diferenciacion de los linfocitos B, se reordena un gen V con un gen D y un gen J, y la region V
experimenta igualmente mutaciones somaticas que permiten producir anticuerpos de alta afinidad por el antigeno.
Ademas, aunque la respuesta primaria al antigeno esta constituida principalmente por IgM, la respuesta secundaria
esta asociada al mecanismo de conmutacion de clase en el transcurso del cual la secuencia de conmutacién Sy,
situada en direccidon 5’ de Cp, se recombina con otra secuencia de conmutaciéon conduciendo asi a la produccion de
otra clase de inmunoglobulina (IgG, IgE u IgA).



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2557811 T3

La diversidad de anticuerpos producidos en respuesta a la estimulacion por un antigeno proviene de la combinacién
de varios mecanismos: la multiplicidad de los genes V, la mutacién somatica de estos genes V, la recombinacion
somatica de los genes V y la recombinacién somatica de las secuencias de conmutacion.

Debido a su capacidad de enlace con antigenos, que es extremadamente especifica, y a sus propiedades efectoras
(neutralizantes, citotdxicas), los anticuerpos monoclonales, y en particular aquellos de la clase de IgG, poseen un
vasto campo de aplicaciones en numerosos sectores, especialmente médico, para el diagnoéstico y el tratamiento de
patologias (patologias infecciosas, tumorales, alergias, rechazos de injerto, intoxicaciones...).

Sin embargo, el uso in vivo en el hombre de anticuerpos monoclonales con fines de diagnostico (imagenologia) o
terapéutico esta limitado debido a que la mayoria de los anticuerpos utilizables son anticuerpos xenogénicos
(anticuerpos de ratén) que son mal tolerados y poco eficaces en el hombre y porque no existe un método que
permita obtener anticuerpos recombinantes humanos o humanizados que sean de entrada mayoritariamente de
clase IgG, que es la mas activa.

Efectivamente, el uso de anticuerpos de raton en inmunoterapia humana conduce a menudo a la aparicion de
anticuerpos humanos anti-anticuerpos de ratdén, fendbmeno que puede acompafiarse de reacciones de
hipersensibilidad y de la aparicion de indices elevados de complejos inmunitarios ademés de las capacidades
bloqueantes de estos anticuerpos frente al anticuerpo monoclonal. Ademas, las propiedades eficaces de los
anticuerpos: fijacion a C1q, primera etapa de activacion de la via clasica del complemento que desemboca en la lisis
de células diana o en RFc, responsables de la captura de complejos inmunitarios o de la citotoxicidad dependiente
de anticuerpo (CCDA), no son Optimas para los anticuerpos de raton inyectados en el hombre.

Los problemas observados con los anticuerpos monoclonales de ratdn se resuelven mediante el uso de anticuerpos
humanizados, y en particular de IgG humanizadas, de estructura muy cercana a los anticuerpos humanos y por ello
mejor tolerados y mas eficaces. Se llama anticuerpo humanizado a un anticuerpo derivado de un mamifero no
humano mediante la fusion de los dominios constantes de cadenas pesadas Yy ligeras de un anticuerpo humano con
los dominios variables de cadenas pesadas y ligeras de un anticuerpo de un mamifero no humano.

Sin embargo, los métodos de produccién de anticuerpos recombinantes humanos o humanizados de clase 1gG
actualmente disponibles son poco eficaces y presentan los inconvenientes siguientes:

% lainmortalizacién de linfocitos B humanos especificos de un antigeno es poco eficaz.

*  Los métodos in vitro se basan en la produccion de anticuerpos animales, seguida de la clonacion de los
genes codificantes de sus regiones variables, su asociacion por ingenieria genética con genes
correspondiente a las regiones constantes de anticuerpos humanos y después la expresion in vitro en
células CHO transfectadas. Estos métodos no permiten predecir la actividad potencial de los anticuerpos
humanos en el hombre debido a su estructura, que es diferente de la de los anticuerpos humanos, y a su
baja capacidad de agrupar células efectoras humanas. A causa de este problema, es solo después de un
largo trabajo de inmunizacion in vitro que puede validarse dicho anticuerpo; las etapas de clonacion y
construccién de los genes quiméricos son largas y sometidas a riesgos; la expresion in vitro en células CHO
transfectadas tiene un rendimiento poco elevado.

*  Los métodos in vivo se basan en la produccion de inmunoglobulinas monoclonales humanas directamente
en ratones transgénicos en los que todos o parte de los loci de los genes de inmunoglobulinas de raton
estan reemplazados por todos o parte de los loci equivalentes humanos: XenoMouse® de Abgenix
(patentes US 6.114.598, 6.162.963, 6.150.584, 6.673.986, 6.395.514 y EP 1690935; solicitudes US
2005/287630 y 2005/241006), HuMAb-Mouse® de Medarex (solicitud US 2003/14483 y patente CA
2508763), patente US 5.545.807; TC Mouse™ de Kirin Brewery (solicitud US 2002/0199213) y KM-Mouse®
de Medarex y Kirin Brewery.

Inicialmente, se han creado dos tipos de ratones transgénicos que permiten obtener por cruzamiento ratones
productores de anticuerpos humanos funcionales (Lonberg et al., Nature, 1994, 368: 856-859, Green et al., Nat.
Genet., 1994, 7, 13-21). Unos tenian integrado un fragmento de 80 kb reconstruido artificialmente correspondiente a
diversas partes del locus de cadenas pesadas humanas (o0 sea 4 genes VH, 15 segmentos D, 6 segmentos J, las
secuencias codificantes de las regiones Fcu y Fcyl asi como aquellas necesarias para la conmutacion); otros tenian
integrado un fragmento de 43 kb que contenia 4 genes Vk, 5 segmentos Jk, el gen Ck y las secuencias
potenciadoras adecuadas. Estas estirpes de ratones transgénicos son generalmente deficientes de produccion de
inmunoglobulinas de murido, en particular debido a la invalidacion del locus kappa endégeno (ratén « -/-) y/o a una
mutacion que inactiva el locus de IgH endégeno (mutacién PMT -/-). Los ratones obtenidos por cruzamiento
producian anticuerpos humanos de tipo IgM o IgG en sus respuestas secundarias, indicando que los fragmentos
introducidos permiten la conmutacion de clase; ademas, el analisis de los anticuerpos monoclonales obtenidos
mostré que las mutaciones somaticas afectaban a regiones variables de estos anticuerpos en la respuesta
secundaria, indicando la existencia de una maduracion aparentemente correcta de la respuesta de anticuerpo.
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Se han obtenido igualmente otras estirpes de ratones que comprenden los genes Cu, Cd y uno de los genes Cyl,
Cy2, Cy3 o Cy4 humanos [IgG1, IgG2 e 1gG4: XenoMouse® de Abgenix (Green et al., J. Immunol. Methods, 1999,
231, 11-23; solicitud internacional PCT WO 00/76310 y solicitud estadounidense US 2006/0134780); IgG1 e 1gG3:
HuMab Mouse® de GenPharm-Medarex] o el locus de la cadena ligera lambda (solicitud US 2002/0088016)).

Otro enfoque consistente en introducir fragmentos cromosdmicos humanos enteros (tecnologia “transcromosémica”)
ha permitido generar ratones que contienen un 100 % de genes humanos (TC Mouse™ de Kirin Brewery; Tomizuka
et al., Proc. Natl. Acad. Sci., 2000; 97, 722-727). Se han establecido a continuacién estirpes de ratones hibridos
(KM-Mouse®: HuMab-Mouse® x TC Mouse®) y presentarian la ventaja de desarrollar respuestas inmunitarias
mucho mas elevadas que las observadas con los ratones HuMab-Mouse®.

Estos métodos in vivo no permiten orientar la produccion de inmunoglobulinas humanas hacia la clase IgG. Los
modelos de ratones transgénicos para céntigos del locus de cadenas pesadas humanas que incluyen varios genes
variables y los genes Cu y Cy que codifican las regiones constantes de los anticuerpos humanos IgM e IgG tienen un
repertorio de baja diversidad debido a la inclusion parcial del locus dentro del céntigo, con un ndmero limitado de
genes V, y por ello las dificultades para obtener anticuerpos de alta afinidad y obtener IgG en animales que
producen sobre todo IgM humanas.

Por otro lado, la solicitud internacional PCT WO 2005/04733 describe una estirpe de ratones transgénicos
productora de altas cantidades de inmunoglobulinas humanizadas de clase IgA (del orden del gramo por litro). En
esta estirpe, el gen Cal que codifica la cadena pesada de inmunoglobulina a1 humana se ha insertado en el locus
de IgH en lugar de la secuencia de conmutacion Sy (mutacion alfa1 de modificacién génica o alfal-Kl). En esta
construccion, la supresién de la secuencia de conmutacion Sp asociada a la insercion del transgén Ca en lugar de
esta secuencia anula la expresion del gen y enddégeno responsable de la sintesis de cadenas pesadas de IgM.
Ademas, disminuye en gran medida la de otros genes de cadenas pesadas de inmunoglobulinas (IgG, IgE) debido al
bloqueo de la conmutacién de clase hacia los genes constantes de inmunoglobulinas situados en direccién 3’ de Cu
en el locus de IgH enddgeno. Asi, los animales transgénicos obtenidos producen altas cantidades de IgA quiméricas
cuyo dominio constante de la cadena pesada esta humanizado y los dominios variables son de origen marido.

Sin embargo, el estado actual del conocimiento no permite contemplar producir otras clases de inmunoglobulinas
humanas mediante una estrategia analoga a la descrita paras las IgA en la solicitud internacional PCT WO
2005/047333. Efectivamente, cada clase de inmunoglobulina (IgA, IgG, IgE, IgM) constituye un receptor diferente
insertado en la membrana celular por un dominio de secuencia diferente. En consecuencia, la eficacia de las IgA
humanas que permite la diferenciacion B no permite deducir que seria igual para cualquier otra clase de
inmunoglobulina humana. Ademas, el intento de expresion de IgE humanas en lugar de IgM de ratén, siguiendo una
estrategia analoga a la usada para las IgA, ha dado como resultado la ausencia completa de linfocitos B en animales
homaocigéticos de la mutacion. Ademas, no es conocida la diferenciacion de linfocitos B mediante la expresion de
una inmunoglobulina humana de clase G en el raton.

En este contexto, los inventores han construido una estirpe de raton en la que el gen Cyl que codifica la cadena
pesada de inmunoglobulina y1 humana se ha insertado en el locus de IgH en lugar de la secuencia de conmutacion
Sy (mutacién gammal de modificacion génica, gammal-Kl o y1-Kl). Han mostrado que, de forma imprevisible, la
obtencidon de mutantes homocig6ticos de la insercion de y1 en el locus de IgH permitia obtener ratones productores
de linfocitos B que expresan muy mayoritariamente la cadena pesada y1 humana y a un indice muy reducido (100
veces inferior al normal) las cadenas pesadas de murido. Esta estirpe denominada “Gammaprim” se ha
caracterizado como capaz de producir IgG1 humanizadas al nivel de la cadena pesada y capaz de producir
anticuerpos monoclonales humanizados de clase 1gG1 con fines de inmunoterapia (antiinfecciosa o antitumoral) o de
diagnostico. Esta estirpe puede usarse igualmente para el cribado rapido de anticuerpos monoclonales que tienen
las propiedades efectoras de una IgG1 humana en pruebas de actividad in vitro o in vivo.

Como consecuencia, la invencion tiene como objeto un ratdn transgénico caracterizado por que comprende un locus
de IgH modificado por reemplazo de la secuencia de conmutacién Sy por todo o parte de un transgén constituido por
el gen Cy de una inmunoglobulina humana de clase G, incluyendo al menos el exén codificante del dominio CH3 y
los exones de membrana m1y m2, y por que produce anticuerpos que son mayoritariamente IgG quiméricas en las
que los dominios constantes de las cadenas pesadas son de origen humano.

De acuerdo con la invencion, el transgén Cy, o la parte de este transgén que incluye al menos el exdn codificante del
dominio CH3 y los exones de membrana m1 y m2, que se inserta en lugar de la secuencia de conmutacion Sy, esta
situado por ello entre el activador intronico Ep en direccion 5" y el gen Cp en direccion 3’ (Figura 1).

En esta construccion, la supresion de la secuencia de conmutacion Sy asociada a la insercion del transgén Cy en
lugar de esta secuencia anula la expresion del gen p enddgeno responsable de la sintesis de las cadenas pesadas
de IgM. Ademas, se reduce igualmente en gran medida la de otros genes de cadenas pesadas de inmunoglobulinas
debido al bloqueo de la conmutacion de clase hacia los genes constantes de inmunoglobulinas situados en direccion
3’ de Cp en el locus de IgH enddgeno. Asi, los ratones transgénicos obtenidos producen altas cantidades de 1gG
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quiméricas cuyo dominio constante de la cadena pesada estd humanizado y los dominios variables son de origen
murido.

La cadena pesada transgénica y humana se beneficia de un repertorio totalmente diversificado ya que es el
correspondiente al repertorio normal generado por las reordenaciones de los segmentos VH, D y JH del locus de IgH
de murido. Ademas, los ratones transgénicos son capaces de producir anticuerpos humanizados de alta afinidad en
la respuesta secundaria al antigeno, debido a que sus linfocitos B pueden agrupar el fenémeno de hipermutacion
somatica. Da como resultado la obtencion directa de anticuerpos monoclonales por inmunizacién de los ratones y
derivacion de hibridomas, sin necesidad de clonacion de los genes de inmunoglobulinas. La actividad efectora
(citotodxica, neutralizante) de los anticuerpos monoclonales asi obtenidos puede validarse inmediatamente, y estos
anticuerpos monoclonales pueden progresar rapidamente hacia el estado de ensayos clinicos o de un uso como
reactivo de diagnostico. Los ratones transgénicos segun la invencién constituyen por tanto una herramienta preciosa
para la produccion directa, el cribado y la validacién funcional de anticuerpos monoclonales de intencién terapéutica
o de diagndstico.

Segun un modo de realizacion ventajoso de la invencidn, dicho ratén transgénico es homocigético de dicho locus de
IgH modificado.

Segun otro modo de realizacién ventajoso de la invencidn, dicho locus de IgH esta modificado por el reemplazo de la
secuencia de conmutacion Sp por la totalidad del gen Cy, incluyendo los exones CH1, bisagra (H o “hinge”), CH2,
CH3y los exones de membrana (m1y m2), separados por los intrones correspondientes.

Segun otro modo de realizacion ventajoso de la invencion, se modifica dicho locus de IgH por el reemplazo de la
secuencia de conmutacion Sy por el segmento del gen Cy que incluye el exén codificante del dominio CH3 y los
exones de membrana m1y m2, separados por los intrones correspondientes.

Segun otro modo de realizacion ventajoso de la invencion, dicho gen Cy es el gen Cyl.

Segun adn otro modo de realizacion ventajoso de la invencién, dicho raton transgénico comprende otro transgén que
codifica una cadena ligera de inmunoglobulina humana.

Segln una disposicion ventajosa de este modo de realizacién, dicho transgén es un gen kappa humano (que
codifica una cadena ligera kappa humana).

Preferiblemente, dicho transgén es un gen kappa humano que comprende el activador intronico Epy en direccion 5’ y
el palindromo hs3a/hs1,2/hs3b en direccion 3'. Estas secuencias, que se describen en Chauveau et al., Gene, 1998,
222, 279-285, permiten obtener una alta expresién de la cadena kappa humana en linfocitos B e inducir la
hipermutacion somatica del transgén kappa humano. Preferiblemente, dicho transgén esta bajo el control del
promotor de la cadena pesada humana (pVH).

Segun una disposicion ventajosa de este modo de realizacion, dicho gen kappa humano presenta la secuencia SEQ
ID NO: 9.

Segun otra disposicion ventajosa de este modo de realizacién, dicho mamifero no humano transgénico es
homocigético o heterocigético de dicho transgén.

Segun una disposicidon ventajosa de los modos de realizacion precedentes de la invencion, dichos ratones
transgénicos que comprenden otro transgén que codifica una cadena ligera kappa humana poseen un locus
enddgeno de la cadena ligera kappa de inmunoglobulinas inactivado (eliminado o mutado), especialmente por
recombinacion homologa. Preferiblemente, dichos ratones transgénicos son homocigéticos de dicha inactivacion.
Entre los ratones transgénicos cuyo locus enddgeno de la cadena ligera kappa de inmunoglobulina se ha inactivado
por recombinacion homologa, se pueden citar especialmente la estirpe de ratones descrita en Zou et al., EMBO J.,
1993, 12, 811-820 y la mutacion D descrita en Sirac et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 2006, 103, 7747-7752.

Dichos ratones transgénicos producen IgG humanizadas de las que la casi totalidad de las cadenas ligeras son de
origen humano.

La invencion engloba especialmente una estirpe de ratones transgénicos denominada linea “Gammaprim” que
comprende:

— un locus de IgH modificado por el reemplazo de la secuencia de conmutacién Sp por el gen Cyl de una
inmunoglobulina humana de clase G.

La invencién engloba igualmente una estirpe de ratéon doble transgénico denominada Gammaprim-kappa, que
comprende:

— un locus de IgH modificado por el reemplazo de la secuencia de conmutacion Sy por el gen Cyl de una
inmunoglobulina humana de clase G, y
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— un gen Vk humano completo que comprende el gen Vk1 reordenado con un gen Jk5, el intron Jk-Ck y el
gen Ck bajo el control transcripcional del promotor de la cadena pesada humana (pVH), del activador
intrénico Ep en direccion 5’ y del palindromo hs3a/hs1,2/hs3b en direccion 3.

Los animales de esta estirpe doble transgénica producen IgG1 parcialmente humanizadas por la cadena pesada y
totalmente humanizadas por lo referente a la cadena ligera.

Efectivamente, la expresion de la cadena kappa transgénica en esta estirpe es capaz de conllevar la exclusién
alélica, es decir, de impedir en la mayoria de los linfocitos B transgénicos la expresion de los genes enddgenos de
cadenas ligeras de inmunoglobulinas de murido.

El repertorio de respuesta a los antigenos de esta estirpe de ratdn es normal, dado que es esencialmente el dominio
VH de la cadena pesada el que contribuye a la formacion del sitio de anticuerpo. Asi pues, la cadena pesada
transgénica y humana se beneficia de un repertorio totalmente diversificado, ya que corresponde al repertorio normal
generado por las reordenaciones de los segmentos VH, D y JH del locus de IgH de murido, como se precisa
anteriormente.

Ademas, los ratones de esta estirpe transgénica son capaces de producir anticuerpos de alta afinidad en respuesta
secundaria al antigeno, debido a que sus linfocitos B pueden agrupar el fenémeno de hipermutacion somética, a la
vez al nivel del gen de la cadena pesada y del transgén de la cadena ligera kappa.

Los ratones transgénicos segun la invencion se obtienen mediante procedimientos clasicos de transgénesis animal,
segun protocolos estandares tales como los descritos en “Transgenic Mouse: Methods and Protocols; Methods in
Molecular Biology”, Clifton, N.J., volumen 209, octubre de 2002. Editado por: Marten H Hofker, Jan Van Deursen,
Martern H Hofker y Jan Van Deursen. Publicado por Holly T Sklar: Humana Press.

Las secuencias de los genes humanos y de marido de inmunoglobulinas que sirven para la construccion de ratones
transgénicos segun la invencion son conocidas y accesibles en las bases de datos; pueden amplificarse por PCR
con la ayuda de cebadores apropiados. Por ejemplo, la totalidad del gen Cyl (SEQ ID NO: 13), incluyendo las
secuencias del exdon CH1, la regién de bisagra ("hinge”), los exones CH2, CH3 y los exones de membrana m1y m2
separados por los intrones correspondientes, puede amplificarse por PCR con la ayuda del par de cebadores de
SEQIDNO: 1y 8.

La construccion del gen Vk humano es tal como se describe en Chauveau et al., Gene, 1998, 222, 279-285;
presentando la secuencia del gen Vk1, reordenada con el gen Jk5 y el gen Ck correspondiente a la secuencia de
GenBank X64133 (SEQ ID NO: 9) que codifica una cadena ligera humana, la secuencia correspondiente al nimero
de acceso CAA45494 (SEQ ID NO: 10) en la base de datos EMBL.

Las inserciones de fragmentos génicos en el genoma de ratones pueden realizarse de forma aleatoria,
preferiblemente se realizan de forma orientada, mediante recombinacién homdloga con un vector de orientacion
apropiado que comprende eventualmente secuencias de recombinacion de una recombinasa especifica de sitio
como los sitios LoxP de recombinasa Cre. Las inactivaciones o deleciones de fragmentos génicos en el genoma de
ratones se realizan mediante recombinacion homéloga con un vector de orientacion apropiado que comprende
eventualmente secuencias de recombinacién de una recombinasa especifica de sitio como los sitios LoxP de la
recombinasa Cre. Los ratones dobles transgénicos se obtienen mediante cruzamiento de ratones transgénicos de la
cadena pesada gamma con ratones transgénicos de la cadena ligera, tales como se definen anteriormente. La
estirpe Gammaprim/kappa se obtiene mediante cruzamiento de ratones de la estirpe Gammaprim tal como se define
anteriormente con ratones de la estirpe k ARN que expresan una cadena ligera kappa de inmunoglobulina humana
tal como se describe en la solicitud internacional PCT WO 2005/047333.

Los ratones dobles transgénicos se cruzan eventualmente con ratones transgénicos cuyo locus endégeno de la
cadena ligera kappa de inmunoglobulinas se ha inactivado por recombinaciéon homologa tales como se definen
anteriormente.

La presente invencion tiene igualmente como objeto un vector de orientacion de la recombinacién homdloga,
caracterizado por que comprende el gen Cy de una inmunoglobulina humana de clase G o un segmento de este gen
gue incluye al menos el exén codificante del dominio CH3 y los exones de membrana m1 y m2, flanqueado por
fragmentos de secuencias del locus de IgH de marido que son adyacentes a la secuencia Sy.

Segun un modo de realizacion ventajoso de dicho vector de orientacion, puede comprender un médulo de expresién
de un marcador de seleccién apropiado, adyacente a dicho gen Cy o al segmento de dicho gen tal como se define
anteriormente.

Dicho médulo de expresion puede estar flanqueado por secuencias de recombinacion especificas de sitio.
Preferiblemente, dichas secuencias son las secuencias LoxP de la recombinasa Cre. Esta disposicién permite
eventualmente extraer dicho médulo de expresion.

Los fragmentos de secuencias que son adyacentes a la secuencia Sy son de origen murido.
6
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Segun otro modo de realizacion de dicho vector de orientacion, el gen Cy o el segmento de dicho gen esta
flanqueado en 5 por un fragmento de aproximadamente 5 kb correspondiente a la regiéon JH/Epy y un 3’ por un
fragmento de aproximadamente 5 kb correspondiente a la region Cp, correspondiendo dichos fragmentos
respectivamente a las posiciones 131281 a 136441 y 140101 a 145032 de la secuencia de GenBank AC073553
(SEQ ID NO: 11y SEQ ID NO: 12).

La presente invencién tiene igualmente como objeto células embrionarias de ratén modificadas por un vector de
orientacion tal como se define anteriormente.

Dichas células embrionarias (citoblastos totipotentes) modificadas son (tiles para la obtencién de ratones
transgénicos tales como se definen anteriormente; se inyectan en blastocitos de ratén segun las técnicas clasicas de
transgénesis animal.

La presente divulgacion tiene igualmente como objeto el uso de un mamifero no humano transgénico tal como se
define anteriormente para la produccion de anticuerpos humanizados de clase IgG o de fragmentos de estos
anticuerpos.

La presente divulgacion tiene igualmente como objeto un procedimiento de preparacion de anticuerpos humanizados
de clase IgG o de fragmentos de estos anticuerpos, caracterizado por que comprende al menos las etapas
siguientes:

— lainmunizacién de un raton transgénico tal como se define anteriormente con un antigeno de interés,

— la preparacién, mediante cualquier medio apropiado, de anticuerpos humanizados de clase IgG o de
fragmentos de estos anticuerpos a partir de suero, secreciones o linfocitos B de dicho ratén transgénico.

La presente divulgacion tiene igualmente como objeto un procedimiento de cribado de anticuerpos terapéuticos,
caracterizado por que comprende al menos las etapas siguientes:

— lainmunizacién de un raton transgénico tal como se define anteriormente con un antigeno de interés,

— la preparacion, mediante cualquier medio apropiado, de anticuerpos monoclonales dirigidos contra dicho
antigeno de interés a partir de linfocitos B de dicho raton transgénico,

— la evaluacidn de la actividad de dichos anticuerpos monoclonales mediante cualquier medio apropiado y
— la seleccion de los anticuerpos monoclonales activos.

La actividad de dichos anticuerpos monoclonales es especialmente la actividad de enlace especifica del antigeno, la
actividad neutralizante frente a un patdgeno (virus, hongo, bacteria, parasito) o una toxina o bien la actividad
citotéxica frente a células tumorales o células infectadas por un patégeno tal como se define anteriormente. Esta
actividad se mide in vitro o in vivo mediante pruebas clasicas bien conocidas por el especialista en la materia.

Los ratones transgénicos segun la invencion presentan la ventaja de permitir la produccion de anticuerpos
monoclonales de clase IgG que son de entrada anticuerpos quiméricos humanizados de clase IgG. El procedimiento
de produccion de anticuerpos monoclonales humanizados de clase 1gG segun la invencion es por tanto mas sencillo,
mas rapido y mas econdémico que los procedimientos de la técnica anterior, ya que no necesitan etapas adicionales
de clonacion de los genes de dichos anticuerpos ni de fusion de los dominios variables de dichos anticuerpos con los
dominios constantes de inmunoglobulinas humanas. La actividad efectora (citotoxica, neutralizante) de los
anticuerpos monoclonales asi obtenidos puede validarse inmediatamente mediante pruebas de actividad in vitro o in
vivo. Estos anticuerpos monoclonales pueden progresar rapidamente hacia el estado de ensayos clinicos o de un
uso como reactivo de diagndstico.

La divulgacion engloba la produccién de anticuerpos policlonales o monoclonales constituidos por IgG o sus
fragmentos, especialmente los fragmentos Fab, Fab'2 y Fc. Preferiblemente, dichos fragmentos son fragmentos
funcionales que comprenden dominios variables de cadenas pesadas y ligeras (Fab, Fab'2, Fv, scFv).

Los anticuerpos humanizados de clase IgG tales como se definen anteriormente y sus fragmentos se preparan
mediante las técnicas clasicas conocidas por el especialista en la materia, tales como las descritas en “Antibodies: A
Laboratory Manual”, E. Howell y D Lane, Cold Spring Harbor Laboratory, 1988.

De manera mas precisa:

- Los anticuerpos policlonales se preparan mediante inmunizacion de un raton transgénico tal como se define
anteriormente con un antigeno de interés, eventualmente acoplado con KLH o albumina y/o asociado con
un coadyuvante apropiado tal como coadyuvante de Freund (completo o incompleto) o hidroxido de
aluminio; después de la obtencién de un titulo de anticuerpo satisfactorio, se recolectan los anticuerpos por
extraccion del suero de los ratones inmunizados y enriquecidos en IgG por precipitacion segin técnicas
clasicas, y después se purifican eventualmente las IgG especificas mediante cromatografia de afinidad
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sobre una colonia apropiada sobre la que se fija el antigeno tal como se define anteriormente, de forma que
se obtenga una preparacion de IgG monoespecificas.

- Los anticuerpos monoclonales se producen a partir de hibridomas obtenidos mediante fusién de linfocitos B
de un mamifero no humano transgénico tal como se define anteriormente con mielomas, segun la técnica
de Koéhler y Milstein (Nature, 1975, 256, 495-497); se cultivan los hibridomas in vitro, especialmente en
fermentadores, o se producen in vivo en forma de ascitis; como alternativa, dichos anticuerpos
monoclonales se producen por ingenieria genética como se describe en la patente estadounidense US
4.816.567. Por ejemplo, los ratones transgénicos tales como se definen anteriormente se inmunizan fuerte y
repetidamente con antigenos elegidos (antigenos de bacterias, virus, hongos, antigenos especificos de
tumores tales como el antigeno carcinoembrionario, etc.) segun un protocolo estandar que comprende una
primera inmunizacién mediante inyeccién intraperitoneal del antigeno en un volumen equivalente de
coadyuvante completo de Freund y después una segunda inmunizacién (recuerdo) 15 dias mas tarde en
condiciones idénticas, pero esta vez con el coadyuvante incompleto de Freund. Los anticuerpos
monoclonales se producen segun un protocolo estdndar que comprende el sacrificio de los ratones dos
semanas después del ultimo recuerdo, la extraccion del bazo, la puesta en suspension de los linfocitos
esplénicos y la fusion de estos linfocitos con la estirpe celular SP2/0 (esta estirpe de mirido no produce
ningun anticuerpo de marido, esta inmortalizada y posee toda la maquinaria de secrecion necesaria para la
secrecion de inmunoglobulinas).

- Los fragmentos de anticuerpo se producen a partir de las regiones VH y VL clonadas a partir de ARNm de
hibridomas o linfocitos esplénicos de un ratén transgénico segun la invencién inmunizado; por ejemplo, los
fragmentos Fv 0 Fab se expresan en la superficie de fagos filamentosos segun la técnica de Winter y
Milstein (Nature, 1991, 349, 293-299); después de varias etapas de seleccion, se aislan los fragmentos de
anticuerpo especificos de antigeno y se expresan en un sistema de expresion apropiado mediante técnicas
clasicas de clonacién y expresién de ADN recombinante.

Los anticuerpos o sus fragmentos tales como se definen anteriormente se purifican mediante técnicas clasicas
conocidas por el especialista en la materia, tales como la cromatografia de afinidad.

La presente invencién tiene igualmente como objeto un anticuerpo humanizado de clase IgG susceptible de
obtenerse mediante un procedimiento tal como se define anteriormente a partir de linfocitos B de un raton
transgénico, y caracterizado por que comprende cadenas pesadas quiméricas cuyos dominios constantes son de
origen humano y los dominios variables proceden de dicho ratén, y cadenas ligeras humanas cuyos dominios
variables estan codificados por Vk1-J«5.

La invencion engloba los anticuerpos humanizados de clase IgG cuya cadena ligera esta codificada por el gen Vk1-
Jx5 que presentan las secuencia de Genbank X64133 (SEQ ID NO: 9) o una secuencia producida por hipermutacion
de esta secuencia, especialmente después de la activacion de los linfocitos B en presencia del antigeno.

La invencion engloba anticuerpos policlonales, anticuerpos monoclonales asi como sus fragmentos (Fab, Fc, Fab’2)
susceptibles de obtenerse mediante el procedimiento tal como se define anteriormente, caracterizados por que
comprenden un fragmento de dichas cadenas pesadas y ligeras tales como se definen anteriormente.

Los anticuerpos humanizados segun la invencién y sus fragmentos tales como se definen anteriormente son bien
tolerados en el hombre (minimizacion del riego de reaccién alérgica por inmunizacion interespecie) y poseen una
semivida prolongada en el hombre, dado que la regién constante de la cadena pesada y la totalidad de la cadena
ligera de estos anticuerpos son de origen humano.

La presente divulgacion tiene igualmente como objeto un anticuerpo humanizado de clase IgG o un fragmento de
este anticuerpo, tales como se definen anteriormente, como medicamento; se usa dicho anticuerpo o su fragmento,
que poseen propiedades efectoras (neutralizante, citotdxica) dirigidas contra un antigeno de interés, en
inmunoterapia para la prevencién y el tratamiento de patologias tales como especialmente enfermedades
infecciosas, canceres, intoxicaciones, alergias y rechazos de trasplante.

La presente invencion tiene igualmente como objeto una composicién farmacéutica, caracterizada por que
comprende al menos un anticuerpo humanizado de clase 1gG o un fragmento de este anticuerpo tal como se definen
anteriormente, asociado mediante cualquier medio apropiado con una molécula terapéutica; el anticuerpo esta
dirigido preferiblemente contra un antigeno membranal, de forma que oriente el principio activo (toxina, agente
antivirico, anticanceroso) a la célula diana.

Las composiciones pueden contener ademas al menos un vehiculo farmacéuticamente aceptable y eventualmente
sustancias portadoras y/o coadyuvantes.

Los vehiculos farmacéuticamente aceptables, las sustancias portadoras y los coadyuvantes son aquellos usados
clasicamente.
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Los coadyuvantes se eligen ventajosamente del grupo constituido por emulsiones oleosas, saponina, sustancias
minerales, extractos bacterianos, hidroxido de aluminio y escualeno.

Las sustancias portadoras se seleccionan ventajosamente del grupo constituido por liposomas unilamelares,
liposomas multilamelares, micelas de saponina o microesferas sélidas de naturaleza sacaridica o aurifera.

Las composiciones segun la invenciébn se administran por via intramuscular, subcutdnea, intraperitoneal,
intravenosa, intracraneal, oral, sublingual, intranasal, ocular, nasal, rectal, por inhalacién o por aplicacion
transdérmica; la dosis y la cadencia de administracién varian en funciéon de la especie (humana o animal) y la
enfermedad a tratar.

La presente invencién tiene igualmente como objeto un reactivo de diagnéstico que comprende un anticuerpo
humanizado de clase IgG o un fragmento de este anticuerpo tales como se definen anteriormente.

Los reactivos pueden estar acoplados con particulas o con un marcador apropiado. Las particulas son
especialmente particulas de oro, liposomas (liposomas que contienen un colorante) o eritrocitos
(inmunoaglutinacion). ElI marcador es una sustancia que produce una sefial detectable mediante métodos
convencionales o que reacciona con otra sustancia de forma que produzca una sefial detectable. Entre los
marcadores utilizables en los métodos de diagnéstico segun la invencidn, se pueden citar especialmente
cromoforos, sustancias fluorescentes o quimioluminiscentes, enzimas, is6topos radiactivos y agentes complejantes
(proteina A, proteina G, biotina, lectina).

Los reactivos tales como se definen anteriormente pueden inmovilizarse igualmente sobre un soporte apropiado
segun los métodos clasicos conocidos por el especialista en la materia. Entre los soportes apropiados sobre los que
pueden inmovilizarse estos reactivos, pueden citarse especialmente aquellos de material plastico (latex, poliestireno,
poli(cloruro de vinilo), poliuretano, poliacrilamida, poli(acetato de vinilo), vidrio o papel (nitrocelulosa). Estos soportes
estan en forma de placas (microplacas), de hojas, de cintas o de particulas (bolas). La inmovilizacion de reactivos
sobre el soporte puede realizarse mediante la formacién de un puente entre el reactivo y una molécula que esta
acoplada al soporte (hidrazida, proteina A, glutaraldehido, carbodiimida o lisina) segun técnicas convencionales.

Los reactivos segun la invencion son utilizables en métodos de diagndstico que emplean técnicas de inmunoquimica
convencionales, por ejemplo: EIA, ELISA, RIA, inmunofluorescencia, inmunoaglutinacion, inmunocromatografia,
inmunocitoquimica, inmunohistoquimica, inmunotransferencia e inmunoprecipitacion.

La presente divulgacion tiene igualmente como objeto el uso de un anticuerpo humanizado de clase IgG o un
fragmento de este anticuerpo, tales como se definen anteriormente, para la preparacion de un medicamento
destinado a la prevencion y al tratamiento de una patologia seleccionada del grupo constituido por: enfermedades
infecciosas, canceres, intoxicaciones, alergias y rechazos de injerto. La presente divulgacion tiene igualmente como
objeto el uso de un anticuerpo humanizado de clase IgG o un fragmento de este anticuerpo, tales como se definen
anteriormente, para la preparacion de un reactivo destinado al diagnéstico de una patologia seleccionada del grupo
constituido por enfermedades infecciosas y canceres.

Ademas de las disposiciones precedentes, la divulgacion comprende también otras disposiciones que surgiran de la
descripcion siguiente, que se refiere a ejemplos de obtencién y uso de los ratones transgénicos segun la presente
invencioén, asi como a los dibujos adjuntos en los que:

- La figura 1 ilustra la estructura del locus de IgH modificado obtenido mediante recombinacion homéloga
entre el locus de IgH de mdrido y el vector de orientacién denominado p-garnmal Kl, que comprende: i) un
fragmento de 6860 pb del gen de inmunoglobulina gammal humano incluyendo los exones codificantes de
los dominios constantes CH1, bisagra ("hinge”), CH2 y CH3 y los exones de membrana ml y m2 de la
cadena pesada de inmunoglobulina y1, i) un moédulo neo rodeado de sitios LoxP, iii) secuencias
flanqueantes homadlogas de una porcion del locus de murido de las cadenas pesadas de inmunoglobulinas
con un fragmento en direccion 5 de aproximadamente 5 kb correspondiente a la regiéon JH-Ep (fragmento
DQ 52/JH) y en direccion 3’ otro fragmento de aproximadamente 5 kb correspondiente al gen Cp
(fragmento Cp). Se indican los sitios EcoRlI, asi como la posicion de la sonda (3 'muXbal-EcoRlI) que hibrida
fuera del sitio de recombinacién homologa, en 5’ del gen constante IgH delta (3) y de su sitio EcoRI. El alelo
recombinante se caracteriza por un fragmento de aproximadamente 7,5 kb que representa el fragmento y
de murido y el médulo neo, mientras que el alelo silvestre se caracteriza por un fragmento de 12 kb.

- Lafigura 2 representa la secuencia del fragmento de 6860 pb (SEQ ID NO: 13) del gen de inmunoglobulina
gammal humano insertado en el locus de IgH de ratones transgénicos Gammaprim. Los exones
codificantes de los dominios constantes CH1, bisagra ("hinge"), CH2 y CH3 y los exones de membrana m1
y m2 de la cadena pesada de inmunoglobulina y1 se indican en negrita. Los sitios de corte y empalme 5’ y
3’ se subrayan y los sitios de poliadenilacién se indican en negrita y subrayados. Las secuencias
correspondientes a los cebadores Gaml1 CH1-5'F y Gam1 mbexon-3'R se indican en gris.
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- La figura 3 ilustra el analisis por transferencia Southern del ADN gendmico de clones de CE transfectados
con el vector de orientacion p-gammal KiI; se hibrida el ADN genémico digerido con EcoRI con una sonda
correspondiente a la region 5' del gen &. 1. Clon recombinante (n° 153). 2. ADN gendmico silvestre. 3.
Subclén procedente del clon n® 153. 4. Subclén procedente del clon n° 153. La presencia de un fragmento
de 7,5 kb indica que el clon ha integrado el transgén yl humano mediante recombinacion homéloga. En
comparacion, esta presente un fragmento de 12 kb en el ADN gendmico silvestre.

- Lafigura 4 ilustra el analisis por transferencia Southern del ADN genémico de cola de raton; se hibrida el
ADN gendmico digerido con EcoRI con una sonda situada en 5’ del gen . A. Ratdn silvestre (WT). B. y1-KI
heterocigético. C. y1-KI heterocigotico. D. y1-KI homocigdtico "floxeado" (escision del gen neo por la
recombinasa Cre). El alelo recombinante corresponde a un fragmento de aproximadamente 7,5 kb que
representa el fragmento y de murido y el médulo neo. El alelo recombinante "floxeado" corresponde a un
fragmento de aproximadamente 5,5 kb que representa el fragmento py de murido solo (sin el médulo neo). El
alelo silvestre corresponde a un fragmento de 12 kb.

- La figura 5 ilustra el andlisis por citometria de flujo de la expresion membranal de 1IgG1 humanas en la
superficie de linfocitos esplénicos de un animal homocigoético de la estirpe transgénica Gammaprim en
comparaciéon con un animal de control. Se marcaron los linfocitos esplénicos con anticuerpos especificos de
CD19 (marcador especifico de linfocitos B) y IgG1 humanas. Para el andlisis por citometria, se establecié
una ventana en los linfocitos CD19+.

- Lafigura 6 ilustra el analisis por ELISA de la respuesta de anticuerpos de IgG1 humanos especificos de un
animal de la estirpe Gammaprim inmunizado con el antigeno p24 de VIH. Los resultados se expresan en
unidades arbitrarias (UA) de IgG1 anti-p24 en funcion del tiempo en dias (las flechas representan la primera
inmunizacién a DO, y después los recuerdos).

Ejemplo 1: Obtencién y caracterizacién genotipica de la estirpe de ratones transgénicos homocigoticos de la
mutacion Gammaprim

Se inserto el gen de la cadena pesada de inmunoglobulina gammal humana, incluyendo los exones codificantes de
los dominios CH1, bisagra ("hinge"), CH2 y CH3 y los exones de membrana (m1y m2), por recombinacién homéloga
en lugar de la region de conmutacion Sy de la cadena pesada de murido (Su), de forma que se bloqueara la clase
de conmutacion hacia los genes constantes de inmunoglobulinas situados en direccion 3’ de Cu en el locus
enddgeno (locus de IgH de murido, figura 1). La regién diana anula la expresion del gen py endégeno responsable de
la sintesis de cadenas pesadas de IgM y disminuye igualmente de forma drastica la de otros genes de cadenas
pesadas de inmunoglobulinas. Como consecuencia, la estirpe transgénica obtenida produce una gran cantidad de
IgG quiméricas cuyo dominio constante humanizado corresponde al isotipo 1gG1.

1) Construccidn del vector de orientacion de la recombinaciéon homoéloga

Se realizaron las construcciones plasmidicas a partir del plasmido Bluescript SK (pSK) (STRATAGENE) y de la cepa
bacteriana de E. coli TG1 (STRATAGENE), usando los protocolos clasicos de preparacion, clonacion y andlisis del
ADN tales como los descritos en “Current Protocols in Molecular Biology” (Frederick M. AUSUBEL, 2000, Wiley and
Son Inc, Biblioteca del Congreso, EE.UU.).

El vector de recombinacion homéloga o vector de orientacién derivado de pSK, denominado p-gammal Ki (figura 1),
comprende: i) un fragmento de 6860 pb (SEQ ID NO: 13) del gen de inmunoglobulina gammal humano, incluyendo
los exones codificantes de los dominios constantes CH1, bisagra ("hinge"), CH2 y CH3, y los exones de membrana
ml y m2 de la cadena pesada de inmunoglobulina y1 (figura 2), ii) un médulo neo (fragmento de 1,6 kb), iii)
secuencias flanqueantes homologas de una porcién del locus de murido de cadenas pesadas de inmunoglobulinas
con un fragmento, en direccion 5’, de aproximadamente 5 kb correspondiente a la regiéon JH-Ep (fragmento DQ
52/JH) y en direccion 3’ otro fragmento de aproximadamente 5 kb correspondiente al gen Cu (fragmento Cp).

De manera mas precisa, se insertaron los diferentes fragmentos en el plasmido Bluescript SK, segun las etapas
siguientes:

- En una primera etapa, se amplificé el fragmento Cu correspondiente a las posiciones 140101 a 145032 de
la secuencia de Genbank AC073553 (SEQ ID NO: 12) por PCR con la ayuda de cebadores especificos
apropiados y se clond después en el sitio Xhol de psK, dando el plasmido pA.

- En una segunda etapa, se amplifico el fragmento DQ 52/JH correspondiente a la posiciones 131281 a
136441 de la secuencia de GenBank AC073553 (SEQ ID NO: 11) por PCR con la ayuda de cebadores
especificos apropiados y se cloné después en 5 del fragmento Cy, entre los sitios EcoRV y Clal del
plasmido pA, dando el plasmido pB.

- En una tercera etapa, se insert6 el médulo neo descrito en Pinaud et al., Immunity, 2001, 15, 187-199, en el
sitio Sall entre DQ52/JH y Cy, dando el plasmido pC.
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- En una cuarta etapa, se amplifico el fragmento Cyl de 6860 pb flanqueado por adaptadores Clal y que
contiene el gen gammal humano en una sola etapa de PCR de fragmento grande con la ayuda del par de
cebadores Gaml CH1-5'F (5' caatcgatgcccgtgageccagac 3', SEQ ID NO: 1) y Gaml mbexon-3'R (5'
aaatcgatgctcccatcacgaagtacaa 3', SEQ ID NO: 8) y se verificaron después las secuencias del conjunto de
regiones codificantes y de los sitios de corte y empalme por PCR con la ayuda de los cebadores siguientes:

- Gam1l CH1-5'F: (SEQ ID NO: 1)
57 gettceageagagacaceet 3° (SEQ ID NO: 2)
5" cagcteggacacctticte 3° (SEQ ID NO: 3)

- Gaml CH1-3'R;

- Gaml CH2-5'F:

Gam1 CHo-3R: 3 ccggcectetgtecatgtg 3° (SEQ ID NO: 4)
Gam1 chasE: o cacatggacagaggeegg 37 (SEQ ID NO: 5)
Gam1 CHaar: O ctgaccegtggaaagaac 3° (SEQ ID NO: 6)
Gam1 mbexon-5F: 0 2gctgacctcaggacatt 3° (SEQ ID NO: 7)

- Gaml mbexon-3'R (SEQ ID NO: 8)

Finalmente, en una udltima etapa, se insert6 el fragmento Cyl de 6860 pb flanqueado por adaptadores Clal y que
contenia el gen gammal humano asi obtenido entre el fragmento JH y el médulo neo en el sitio Clal del plasmido
pC, dando el vector de orientacién denominado p-gammal KiI.

Se verificd la secuencia de p-gammal Kl por secuenciacion automatica y por analisis de restriccion con las enzimas
Clal y Xhol, confirmando que el vector era apto para permitir una recombinacién homéloga tal como la
esquematizada en la figura 1.

2) Transfeccién de CE e inyeccién en blastocitos

Se transfectaron CE por electroporacion del ADN de p-gammal Kl linealizado en el sitio Notl. Se extrajeron los
clones seleccionados en presencia de geneticina y se analizé el ADN gendmico digerido con EcoRI por transferencia
Southern con la ayuda de una sonda radiactiva que hibrida fuera del sitio de recombinacién homdloga, en 5’ del gen
constante IgH delta (8) y de su sitio EcoRI (figura 1); esta sonda denominada 3'muXbal-EcoRI, amplificada por PCR
con la ayuda de cebadores especificos apropiados, corresponde a las posiciones 145032 a 145945 de la secuencia
de Genbank AC073553.

Se visualiza la presencia de un alelo recombinante por un fragmento de aproximadamente 7,5 kb (que representa el
fragmento p de murido y el moédulo neo), mientras que el alelo silvestre corresponde a un fragmento de 12 kb (figura
3). En estas condiciones, de 192 clones analizados, se revelo positivo 1.

La verificacion del cariotipo de dos de los cuatro clones recombinantes no mostré ninguna anomalia cromosomica
(aneuploidia).

Se inyectd este clon en los blastocitos de raton C57/Black 6 usando los protocolos clasicos de transgénesis tales
como los descritos en “Transgenic Mouse: Methods and Protocols”, anteriormente citado. Se obtuvo una quimera
macho que presentaba un grado de quimerismo elevado, y se apared con hembras C57/Black 6 con el fin de obtener
animales heterocig6ticos, que se analizaron por transferencia Southern (Figura 4), PCR y ELISA. Se obtuvo a
continuacion una estirpe de ratones homocigéticos del locus de IgH recombinado (Figura 4), denominada de aqui en
adelante estirpe gammal modificada génicamente, gammal-Kl, y1KI o Gammaprim por cruzamiento de los animales
heterocigoticos.

3) Deteccidén del locus de IgH recombinado portador del gen Cy humano (alelo gammal-Kl) vy del locus de
IgH silvestre (alelo y silvestre) por PCR

Se analizé por PCR el ADN genomico de una muestra de cola de animales homocig6ticos, obtenidos como se
precisa anteriormente, con la ayuda de los dos pares de cebadores siguientes:

- par especifico del locus de IgH de murido no mutado (alelo y silvestre):

- cebador UpstreamSpelsmu: 3° 2ag tac cgt tgt ctg ggt cac 3° (SEQ 1D NO: 14)
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5* gag ctc tat gat tat 1gg tta ac 3° (SEQ ID NO: 15)

- cebador Sacl-3'Imu:

Se realiz6 la reaccion de amplificacion con una temperatura de hibridacion de 61 °C. Esta reaccién amplifica en 30
ciclos un fragmento de 91 pares de bases que encierran el sitio Spe | especifico del locus de IgH de murido no
mutado.

- par_especifico del locus de IgH recombinante portador del gen Cyl humano (alelo gammal modificado
génicamente 0 gammal-Kl)

 cebador Neo1: 3 BCa tga tet gga cga aga gea t 3° (SEQ 1D NO: 16)
 cebador Neoz: 3° tce et cag aag aac teg teaa 3° (SEQ ID NO: 17)

Se realiz6 la reaccion de amplificacion con una temperatura de hibridacién de 55 °C. Esta PCR amplifica en 30 ciclos
un fragmento de 120 pares de bases especifico del locus de IgH recombinado portador del gen Cyl humano
(mutacién gammal modificada génicamente o gammal-KiI).

Los animales de la estirpe Gammaprim son sistematica y simultdneamente negativos por PCR con los cebadores
especificos del alelo y silvestre y positivos por PCR con los cebadores especificos del alelo gamma1 modificado
génicamente.

Ejemplo 2: Caracterizacion fenotipica de la estirpe de ratones transgénicos homocigéticos de la mutacién
Gammaprim

1) Titulacién de los indices de IgM de murido e IgG1 humanas séricas totales por nefelometriay ELISA.

a) Nefelometria

Se titularon las IgG1 humanas séricas por nefelometria con un robot BNII™ (BEHRING) usando el kit de titulacion de
IgG1 (BEHRING) segun las recomendaciones del suministrador.

Las titulaciones de IgGl humanas séricas dieron resultados totalmente correlacionados con los del genotipo
realizado por pruebas de PCR:

- Los animales de control no mutantes tienen un indice nulo de inmunoglobulinas humanas de clase IgG1.

- Los animales homocig6ticos y1-KI tienen siempre un indice significativo de IgG1l humanas, variando este
indice entre 0,5y 1 g/l en el suero. En contraposicion, las IgM de mdrido son indetectables en el suero de
estos animales.

b) ELISA

Se confirmaron los resultados obtenidos por nefelometria por ELISA siguiendo las etapas siguientes: se incubaron
los anticuerpos no marcados anti-lgG humanas (monoclonal anti-lgG humana, SIGMA) o anticuerpos no marcados
anti-lgM de mdrido (Southern Biotechnologies Associates) diluidos a 1/1000 (anti-lgG humana) o a 1/500 (anti-IlgM
de murido) en tampon carbonato 0,1 M, pH 8,3 durante una noche a +4 °C en placas de 96 pocillos (Maxisorb™,
NUNC; 100 pl/pocillo). Después de 3 lavados con tampén PBS que contiene 0,1 % de Tween (PBS-Tween 0,1 %),
se saturaron las placas en presencia de PBS que contenia 3 % de seroalbumina bovina (BSA; 100 pl/pocillo).
Después de 3 lavados con tampén PBS-Tween 0,1 %, se afiadieron los sueros para ensayar diluidos a 1/100 y a
1/1000 en tampodn PBS que contenia 1 % de BSA (100 ul/pocillo) y se incubaron las placas durante 3 horas a 37 °C.
Después de 3 lavados con tampén PBS-Tween 0,1 %, se afiadieron un antisuero anti-lgG humanas marcado con
fosfatasa alcalina (monoclonal anti-lgG-AP humana, SIGMA) o un suero anti-IgM de muridos marcado con fosfatasa
alcalina (Biosys) diluidos a 1/1000 en PBS-Tween 0,1 % (100 pl/pocillo), y se incubaron las placas durante 3 horas a
37 °C. Después de 3 lavados con tamp6n PBS-Tween 0,1 %, se revelaron las IgG humanas e IgM de murido fijadas
mediante la adicion de sustrato de fosfatasa alcalina (fosfato de p-nitrofenilo, SIGMA) a 1 mg/ml en tampdn Tris 0,2
M, pH 7,0. Se bloqueé la reaccion mediante la adicion de sosa 3 N (30 pl/pocillo) y se efectud después la lectura con
la ayuda de un espectrometro a una longitud de onda de absorcion de 405 nm.

Se obtienen los datos cuantitativos mediante extrapolacion con una gamma de suero patron (BEHRING) para la
titulacién de IgG1l humanas, y una IgM monoclonal de mirido (SOUTHERN BIOTECHNOLOGIES ASSOCIATES)
para la titulacion de las IgM de mdarido.

La titulacion de IgG séricas por ELISA muestra una diferencia significativa entre los homocigéticos y los
heterocigoéticos; los sueros de homocigoticos diluidos a 1/500 contienen 0,8 g/l de IgG1 humanas, mientras que se
observan valores muy bajos (0,03 g/l) para los sueros de heterocigoéticos incluso a la dilucion mas baja (a 1/100). Al
contrario, cuando se titulan las IgM de murido por ELISA, se observa un indice normal de IgM de murido (del orden
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de 1 g/l) en los ratones de control “no mutantes”, al igual que en los animales heterocigéticos de la mutacién
Gammaprim. En contraposicion, el indice de IgM de murido es nulo en los animales homocigéticos de Gammaprim.

2) Andlisis de la expresiéon de un receptor membranal de la clase de IgG humanas en la superficie de
linfocitos esplénicos de la estirpe Gammaprim

Se fenotiparon los animales homocigoéticos portadores de la mutacion y1-KI por citometria de flujo mediante doble
marcaje con la ayuda de anticuerpos especificos de IgGl humanas marcadas con Alexa633 o IgM de murido
marcadas con fluoresceina, y anticuerpos especificos de linfocitos B (anticuerpo anti-CD19) marcados con
ficoeritrina. De manera mas precisa:

- Preparacién de células linfoides: Se eligio el bazo, érgano linfoide secundario, para este experimento. Se
extrajo este 6rgano en diferentes animales mutantes homocigéticos y1-Kl y después se desgarrdé en tampoén
Verséne (Invitrogen) y se filtr6 por tamiz (40 pm) con el fin de obtener una suspensién de células
individuales desprovista de agregados celulares. Se centrifugaron entonces las células esplénicas y se
sometieron a una etapa suplementaria de choque osmatico con el fin de lisar los glébulos rojos mediante la
una nueva puesta en suspension del sedimento celular en 1 ml de agua destilada. Se volvieron a poner
inmediatamente en suspension las células de las muestras en medio completo (RPMI + 10 % de suero de
ternero fetal), se contaron y se conservaron en hielo.

- Marcaje con la ayuda de anticuerpos fluorescentes: Se incubaron 10° células durante 30 minutos a 4 °C con
una dilucion de 1/100 de un anticuerpo anti-lgM de raton marcado con isotiocianato de fluoresceina
(Southern Biotechnologies), un anticuerpo anti-lgG humanas acoplado con Alexa 633 y un anticuerpo
especifico de linfocitos B (anticuerpo anti-CD19) marcado con ficoeritrina. Se lavaron a continuacion las
células con 5 ml de PBS, se decant6 después el sobrenadante y se volvieron a poner en suspension las
células en 100 pl de PBS, 0,5 % de BSA, EDTA 0,1 mM.

- Analisis por citofluorimetria: Se analizaron las células marcadas con la ayuda de un citometro de flujo
(COULTER XLTM).

Los resultados de la citometria de flujo estan de acuerdo con los de la titulacién de inmunoglobulinas séricas. En los
animales homocigoticos de la estirpe gammal-KI, no se detecta ninguna expresion de IgM de murido. No obstante,
en ausencia de expresion de IgM, un compartimento de linfocitos B periféricos CD19+ es capaz de diferenciarse en
estos animales y representa un 6 % de los linfocitos esplénicos. Estos linfocitos B periféricos expresan un 40 % de
ellos una inmunoglobulina membranal de la clase de IgG1 humanas (figura 5).

3) Produccién de anticuerpos especificos de la linea Gammaprim

a) Inmunizacién

Se inmunizaron los animales una primera vez por inyeccién intraperitoneal de 20 ug de antigeno p24 (proteina de
nucleocapsida de VIH-1) diluido en 200 pl de suero fisioldgico y puesto en emulsién con 200 pl de coadyuvante
completo de Freund (SIGMA). Cada 2 semanas, los animales experimentaron una vacuna de recuerdo por inyeccion
intraperitoneal de 20 ug de antigeno p24 diluido en 200 pl de suero fisioldgico y puesto en emulsidon con 200 pl de
coadyuvante incompleto de Freund (SIGMA).

b) Titulacién de anticuerpos especificos del antigeno p24

Se investigd la presencia de anticuerpos especificos del antigeno p24 por ELISA 2 semanas y después 4 semanas
después de la segunda inyeccidn del antigeno siguiendo la técnica siguiente:

- adsorciéon del antigeno p24 (1 ug/ml en tampodn carbonato 0,1 M, pH 8,3) sobre placas de 96 pocillos
(Maxisorb, NUNC; 100 ul/pocillo) mediante incubacién durante una noche a 4 °C,

- 3lavados con PBS-Tween 0,1 %,
- saturacién de las placas con medio completo (PBS, 3 % de BSA, 100 pl/pocillo),
- 3 lavados con PBS-Tween 0,1 %,

- distribucién de los sueros para ensayar diluidos a 1/100 y a 1/200 en tampén (PBS, 1 % de BSA; 100
pl/pocillo),

- incubacién durante 3 horas a 37 °C,
- 3 lavados con PBS-Tween 0,1 %,

distribucién de un antisuero anti-lgG humanas marcado con fosfatasa alcalina (monoclonal anti-lgG-AP
humana SIGMA) diluido a 1/1000 (100 ul/pocillo)
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- 3 lavados con PBS-Tween 0,1 %,

- revelado de la reaccién enzimatica por adicién de fosfato de p-nitrofenilo en tampén TRIS 0,2 M (SIGMA),
- bloqueo de la reaccién por adicion de sosa 3 N (30 pl/pocillo),

- lectura por espectrometria de una longitud de onda de absorcién de 405 nm,

Se expresa el indice de anticuerpos de IgG anti-p24 en unidades arbitrarias (UA) establecidas para la media de
sueros diluidos a 1/100 y 1/200 en funcion de la relacion de densidad optica del suero ensayado/densidad 6ptica del
suero de control.

Se detecté la presencia de anticuerpos especificos del antigeno p24 mediante ELISA a partir del D26 (después de 2
inmunizaciones- 100 UA) y se demuestra en gran medida a D47 (3 semanas después de la 22 inyeccion del
antigeno- 450 UA, figura 6). En comparacion, se ha verificado que, en ausencia de inmunizacion de los animales, el
indice de anticuerpos de IgG1 anti-p24 quedaba inferior a 5 unidades.

Ejemplo 3: Obtencion y caracterizacion de la estirpe transgénica doble Gammaprim/kappa que expresa una
cadena pesada gammal quimérica y una cadena ligera kappa de inmunoglobulinas humanas

El cruzamiento de estirpes de kARN que expresan una cadena ligera kappa de inmunoglobulina humana, tal como
se describe en la solicitud internacional PCT WO 2005/047333, y gammal-Kl descrita en los ejemplos precedentes,
genera ratones transgénicos dobles Gammaprim/kappa.

Para hacer esto, se cruzaron entre si los animales homocigoéticos de la mutacion gammal-KI y homocigoéticos del
transgén kARN. En la primera generacion (F1) después de este cruzamiento, todos los animales obtenidos son
heterocig6ticos de la mutaciéon gammal-Kl y heterocigéticos del transgén «kARN. Estos animales de F1 se cruzaron
por tanto de nuevo: en la generacion siguiente (F2), las leyes de la genética mendeliana permiten obtener 1 animal
de 4 homocig6tico de la mutacion gammal-Kl y 1 animal de 4 homocigético del transgén «ARN. Entre estos
animales de F2, se pudo seleccionar por lo tanto 1 animal de 16 como portador a la vez de la mutacion gammal-KI
en estado homocigético y como portador del transgén «kARN en estado homocigdtico. Estos animales son los
fundadores de la estirpe Gammaprim/kappa y transmiten de forma estable a su descendencia los genes que
permitan la producciéon simultanea de una cadena pesada gammal humanizada como reemplazo de la produccion
de IgM de muridos, asi como la produccion y diversificacién por hipermutacion de una cadena k humana.

Esta estirpe de ratones transgénicos dobles se denomina estirpe Gammaprim/kappa

a) Presencia del transgén «

Se siguid la transmision del transgén «ARN en el transcurso de cruzamientos de ratones transgénicos por
transferencia Southern con la ayuda de una sonda especifica de la region Cx humana (fragmento EcoRI-EcoRI de
2,5 kb que incluye la totalidad del exon de Cx humano.

Se detectd la expresion del transgén k en los animales mutantes mediante titulacion por ELISA de las cadenas
kappa libres humanas eliminadas en las orinas de los animales. De manera mas precisa: se incubaron placas de 96
pocillos (Maxisorb®, NUNC) durante 1 noche a +4 °C en presencia de un anticuerpo no marcado anti-k humana
(Kallestad) diluido a 1/1000 en tampoén carbonato 0,1 M pH 8,3 (100 pl/pocillo). Después de 3 lavados con tampon
PBS que contenia 0,1 % de Tween (PBS-Tween 0,1 %), se saturaron las placas en presencia de PBS que contenia
suero fetal de ternero al 10 % (100 pul/pocillo). Después de 3 lavados con tampon PBS-Tween 0,1 %, se afiadieron
las muestras de orina para ensayar, diluidas a 1/100 y a 1/500 en tampon PBS que contenia suero fetal de ternero al
10 % (100 pl/pocillo) y se incubaron las placas durante 3 horas a 37 °C. Después de 3 lavados con tampon PBS-
Tween 0,1 %, se afiadid un antisuero anti-k humana marcado con fosfatasa alcalina (SIGMA) diluido a 1/1000 en
PBS-Tween 0,1% (100 pl/pocillo) y se incubaron las placas durante 1 hora a 37 °C. Después de 3 lavados con
tampon PBS-Tween 0,1 %, se revelaron las cadenas ligeras kappa humanas fijadas por adicién de sustrato de
fosfatasa alcalina (fosfato de p-nitrofenilo, SIGMA) a 1 mg/ml en tampon Tris 0,2 M, pH 7,0. Se bloque6 la reaccion
mediante la adicion de sosa 0,5 N (50 pl/pocillo) y se efectudé después la lectura por espectrometria a una longitud
de onda de absorcién de 405 nm.

Como alternativa, se analiz6 la expresion gel transgén kappa humano por citometria de flujo, mediante doble
marcaje con la ayuda de un anticuerpo anti-kappa de murido (marcado con ficoeritrina) junto con un anticuerpo anti-
kappa humana (marcado con isotiocianato de fluoresceina) segun el protocolo descrito en el ejemplo 2. Los
resultados muestran que la presencia del transgén kARN conlleva un fenémeno importante de exclusion alélica tal
que entre los linfocitos periféricos mas de un 50 % expresan la cadena ligera humana y no reordenan por lo tanto los
genes de cadena ligera de murido para expresar una cadena ligera de murido.

b) Homocigosis de la mutacién gammal-KIl
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El primer elemento simple que indica la homocigosis de gammal-KI es la presencia de un indice elevado de IgG1
humanas en el suero de los animales. Ademas, se confirmé la homocigosis por PCR mediante la positividad de la
“PCR de gamma1-KI” asociada a la negatividad de la “PCR de alelo u silvestre”. Finalmente, después del sacrificio
de los animales, el andlisis por citometria de flujo permiti6 mostrar en linfocitos de bazo que la totalidad de los
linfocitos B (CD19+) expresan IgG1 humanas membranales, mientras que en paralelo ningun linfocito B expresa IgM
de marido.

c) Verificacion de la presencia simultanea de la mutacién alfal-KI y del transgén xARN en los animales
Gammaprim/kappa y su descendencia

Se caracterizaron los animales transgénicos dobles Gammaprim/kappa como aquellos que responden
simultineamente a la dos especificidades descritas anteriormente: presencia del transgén «ARN en estado
homocigético y homocigosis de la mutacion gammal-Kl. Ademas, estos animales se reproducen conservando estas
dos especificidades y el fenotipo de su descendencia posee las propiedades siguientes simultaneamente y de forma
estable:

- la produccién de IgG1 humanizada a un indice coherente (facilmente verificable por ELISA o nefelometria
en una sola muestra de sangre realizada en animales vivos al nivel del seno retroorbital)

- la produccion de la cadena ligera k humana (facilmente verificable por ELISA en una sola muestra de orina
realizada en animales vivos).

El repertorio de respuesta a los antigenos de estos ratones se espera que sea anormal, ya que se sabe que es
esencialmente el dominio VH de la cadena pesada el que contribuye a la formacion del sitio de anticuerpo (ahora
bien, la cadena pesada transgénica yl humana se beneficia de un repertorio totalmente diversificado, puesto que
corresponde al repertorio normal generado por las reordenaciones de segmentos de VH, D y JH del locus de IgH de
murido). Estos ratones son capaces de producir anticuerpos de alta afinidad como respuesta secundaria, lo que es
el resultado del hecho de que sus linfocitos B pueden agrupar el fendmeno de hipermutacion somatica a la vez al
nivel del gen de cadena pesada y del transgén de cadena ligera kARN.

Como se deduce de lo anterior, la invencion no se limita en absoluto a aquellos modos de empleo, realizacion y
aplicacién que se acaban de describir de forma més explicita; abarca por el contrario todas las variantes que puedan
ocurrirsele a un especialista en la materia, sin apartarse del marco ni del alcance de la presente invencion
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<400> 1

caatcgatgc ccgtgagecc agac

<210>2
<211>20
<212> DNA
<213> artificial

<220> cebador
<223> Gaml CH1-3'R

<400> 2
gcttccagca gagacaccct

<210>3
<211>18
<212> DNA
<213> Artificial

<220> cebador
<223> Gaml CH2-5'F

<400> 3
cagctcggac accttctc

<210> 4
<211> 18
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<212> DNA
<213> Artificial

<220> cebador
<223> Gaml CH2-3'R

<400> 4
ccggcctctg tccatgtg 18

<210>5
<211>18
<212> DNA
<213> Atrtificial

<220> cebador
<223> Gaml CH3-5'F

<400> 5
cacatggaca gaggccgg 18

<210> 6
<211>18
<212> DNA
<213> Artificial

<220> cebador
<223> Gaml CH3-3R

<400> 6
ctgacccgtg gaaagaac 18

<210>7
<211>18
<212> DNA
<213> Artificial

<220> cebador
<223> Gaml mbexon-5'F

<400> 7
agctgacctc aggacatt 18

<210>8
<211>28
<212> DNA
<213> Artificial

<220> cebador
<223> Gaml mbexon-5'F

<400> 8
aaatcgatgc tcccatcacyg aagtacaa

<210>9

<211> 405

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400>9

28
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atggacatga gggrcoctge

agatgtgaca tccagatgac

gtcaccctca cttgccagge

aaagtagggg aagcccctaa

ccattaagat tcagtggaag

cagcctgaag attttgcaac

ggccaaggga cacgactgga

<210> 10
<211> 135
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 10
Tet AsSp Met Arg

Leu Ser Gly Ala
20

Leu Ser Ala Ser
35

Gln Asp Ile Ser
50

Ala Pro Lys Leu
65

Pro Leu Arg Phe

Ile Ser Ser Leu
100

Tyr Ser Asn Leu
115

Lys Arg Thr val
130

<210> 11
<211>5161
<212> DNA

val

5

Arg

val

AsD

Leu

Ser

85

Gln

Pro

Ala

<213> Mus musculus

<400> 11

tcagctectyg
ccagtctcca
gagtcaggac
gctcctgatyg

tggatctggy
atattactgt

gattaaacga

Pro Ala

Cys Asp

Gly Asp

Tyr Leu

55

Met Tyr

70

Gly Ser

Pro Glu

Phe Thr

Pro Ser
135
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gggctcctge tgctcrggcet

tcttccctgt ctgeatctgt

attagcgact atttaaattg

tacgatgcat catacttgga

acaaattata gtttcaccat

caacagtatt ctaatctccc

actgtggcac catct

Gln

Ile

Gly

40

Asnh

Asp

Gly

Asp

Phe
120

Leu
Gln

25

val

Trp

Ala

Ser

Phe

105

Gly

Leu Gly Leu
10

Met Thr Gln
Thr Leu Thr
Tyr GIn Gln

60
Ser Tyr Leu
Gly Thr Asn
920

Ala Thr Tyr

Gln Gly Thr

18

ctcaggtgec
aggagacgga
gtatcagcag
aacaggggtc
cagcagccty

tttcaccttc

Leu Leu Leu
15

ser Pro ser
30

Cys Gln Ala
45

Lys val Gly

Glu Thr Gly

Tyr Ser Phe
95

Tyr Cys Gln
110

Arg Leu Glu

60
120
180
240
300
360
405

Trp

ser

ser

Glu

val

80

Thr

Gln

Ile



acaggcctga
tcatctacag
tactcctaga
ccatcttygct
ccrattcacc
ccegeteacc
cgtggggcta
ctgaaccaac
caggaggaga
cttaggacag
ggagatagat

gagaacagac
agcagaatcc
gttctaaaac
cattccatct
cacctrttctg
ctgcececatc
caagcatcta
tcatataagt
ccactgccaa
acctgagacc

ccaccetgga

tctggaaata
cagccaagag
acactatagg
tcccatgtec
tgtccctagy
tatgccccta
tgctccctaa
aaatacagac
ggaaccttct
tattattact

cacaggaaac

ES 2557811 T3

gatgggactt
aacaaagaat
gaagggagcc
ccaggtctec
tccccagycc
gatgcttact
gcacctactg
tctccectgt
cttagagcac
gattaccaga

acagcaccag

acggagctaa
actgactctc
tctagacctc
aagccacaga
atagtcacct
taccagagtc
ctgacctyta
cttaggatgg
tgaactcctc
gctctggeag

agatactyct

19

gatctagagc
tcctgttecc
cgtccattcc
caccaccttt
cecceecacac
ttttgtctga
ggacccaget
cccecctgggt
ccctgtacca
tgaccacgga

tcatcacaac

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660



agtagagtga
aaagcaaaga
tgaataaggt
acctttctec
cttattttaa
aaatcattgg
ctgtggctag
ttgactaagc
accttetgtt
aaatctgagg
cagtgcagag
gcaagcatca
cagagcaggc
cctttctect
ctagcctgaa
tctccaaaca
atgggtttgg
ctaggaccag
gttcaggtygg
gagactgtgc
aggtaagctg
gatctcccca
atagggtctt
caatcatgga
cccactaaag
tcacagtctc
tactgcattt
acaccttggy
gctcccatac
ctctcttcta
agccaaggat
ttactggggc
ctaaatgcat

caagattcaa

cactttagac
gcagtatgag
acctccatgg
atagttgata
aaagaagaca
tccctgacte
tgtgaggttt
ggagcaccac
tggagctctce
aagaaaagag
aagaacgagt
gaagggtgga
aggtggagtt
tcteectgttt
agattaccat
tctgagtttc
ttggccccag
ggggctcagg
cctaaggcag
tactggtact
gctrttttct
tgtcaggcca
cactcccagyg
aaataggcat
gggtctatga
ctcaggtgag
gttggggggg
agtcagaaag
ttcatggcca
tgctttcttt
catttattgt
caagggactc
gttgggggga
cccetttgte

tttaatttgg
tgcctgatag
cttcccaggg
actcagacac
aaccccacag
aagagatgac
aagcctcaga
agtgctaact
caggggcagce
tagatctgag
tactgtggac
tgcaatgtcc
gactgagagg
ccttcttcte
cctacagatg
tgaggcttgg
atgaagggct
tcactcaggt
gatgtggaga
tcgatgtcty
ttctgcacat
tctygccacac
aaaagaggca
ttacattgtt
tagtgtgact
tccttacaac
aaatgtgtgt
ggtcattyggy
gagatttata
gtccctcact
caggggtcta
tggtcactgt
ttctgggect

ccaaagttga
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gtcactttcc
gcacccaagt
aggggcactg
aagtgaatga
gctcgagaac
tggcagattg
gtccctgtgy
gggaccacgg
ctgagctatyg
aggaaaggta
aggtcttaga
tgccaaggac
acaggatagg
ttgtcacagg
ggcccatcca
atgccactgyg
acttcactgg
caggtgagtc
gagttttagt
gggcacaggg
tccattctga
tctgeatget
gtcagaggct
aggctacatg
actttgacta
ctctctcttc
atctgaattt
agccctgget
gggatcctgg
ggcctccatce
atcattgttyg
ctctgcaggt
tcaggaccaa

gacatgggtc

tgctgtagag
acactataga
CCCcacceee
cagatggacc
tttagcgact
gggatcagaa
tctctgactg
tgacacgtgg
aggaagtaga
gctttctgoga
tggggaaaga
ttaccaagag
tgcaggtccc
tctcactatg
gttgaattaa
ggacgccaag
gtctataatt
ctgcatctgg
ataggaacag
accacggtca
aacgggaaaa
gcagaagctt
agctgcctgt
ggtagatgygg
ctggggecaa
tattcagctt
caggtcatga
gacgcagaca
ccagcattgce
tgagatcatc
tcacaatgtg
gagtcctaac
gattctctge
tgggtcagog

20

gtgggatcag
gtactcatgg
accatcacag
tccatctget
gttttgagag
tacccatact
gtycaaggtt
ctcaacaaaa
gaggcttgag
ggtcaggaga
atgagcaaat
gatccccgga
tctcttgttt
ctagccaagy
ggtggagatc
ggactttgygg
actctgatgt
ggactgtyggg
aggcagaaca
ccgtctectce
gatattctca
ttctgtaagy
ggaacagtga
tttttgtaca
ggcaccactc
aaatagattt
aggactaggg
gacatcctca
cgctaggtec
ctggagcect
cctggtttyc
ttctcccatt
aaacgggaat

actctctgcc

720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700



tgctggtcty
tgaagtctga
acagttgatg
aatataggtc
gaatgtggaa
tctgagttge
aaatccacta
tctcctcagg
ctgagcattg
ggaaataaac
aaactaagaa
gaggctcatt
agttggagat
cctctgtgac
tttctttaga
ggagagctgt
gtagttgctg
agaagtatgt
aaaatagtta
aatgtccaaa
aaagtttaac
acaataataa
aagatggccg
aggctatttg
agtggttttyg
ccacctgggt
ctcttttaac
aacttaagtt
aagaaattga
tactctatta
gcatttacag
actttgacat
tcatrttagyg
gaacatgctg

agccagtcca

tggtgacatt
ggcagaatct
gtgacaattt
accttgaaga
caatgacttg
ccaggggrga
ttgtgattac
taagaatggc
cagactaatc
tgtctaggga
tctgtgtgat
tgaagaagat
tttcagtttt
agcatttata
tttgtgagga
cttagtgatt
tctagagagg
gtatggaata
aatactgtga
attcttgteca
cgaggaatgg
attaagtttc
atcagaacca
gggaagggaa
aaacactctg
aatttgcatt
ttattgagtt
tatcgacttc
aggactttag
ttcttcecte
tgactttgtt
tctggtcaaa
agaaagactt
gttggtggtt
catgctetgt

agaactgaag
tgtccagggt
cagggtcagt
ctaaagagqgg
aatggttgat
ttctagtcag
tatgctatgg
ctctccaggt
ttggatattt
tctcagagcec
ggtgttggtg
gctaaaacaa
tagaataaaa
cagtatccga
atgttccgca
gagtcaagggd
tctggtggag
ttagaagatg
ctttaaaatg
atcagtttga
gagtgaggct
aaatattttt
gaacacctgc
aataaaacca
tccageccca
tctaaaataa
caacctttta
taaaatgtat
tgtctttaat
tgattattgg
catgatcttt
acggcttcac
TTLTtTttaaa
gagaggacac

gtgaactccc
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tatgatgaag
ctatcggact
gactgtctgy
gtccaggggce
tcttogtgtga
acrctggggt
actactgggy
ctttattttt
gtccctgagy
tttaggacag
gagtccctgg
tcctatggct
gtattagtty
tgcataggga
ctagattgtt
agaaaggcat
cctgcaaaag
ttgcttttac
tgagagggtt
ggtcttgttt
ctctcataac
aaatgaatty
agcagctggc
ctaggtaaac
ccaaaccgaa
gttgaggatt
attttagett
ttagaattca
ttctaatata
tctccattca
tttagttgott
aaatcttttt
tgaatgcaat
tcagtcagtc

tctggcccty

gatctgccag
cttgtgagaa
tttctetgag
ttctgcacag
caccaggaat
TTTTgTCcggy
tcaaggaacc
aacctttgtt
gagccggetyg
attatctcca
atgatgggat
ggagggatag
tggaatatac
caaagagtgg
taaaacttca
ctagcctecgy
tecagettte
tcttaagttg
ttcaagtact
gtgtagaact
ctattcagaa
agcaatgttg
aggaagcagg
ttgtagctgt
agtccaggct
cagccgaaac
gagtagttct
ttttcaaaat
tttagaaaac
attcttttcc
tgttttgect
caagaccact
tatctagact
agtgacgtga
cttattgttg

21

aactgaagct
ttaggggcta
gtgaggctgg
gcagggaaca
tggcataatg
tatagaggaa
tcagtcaccy
atggagtttt
agagaagttg
catctttgaa
agggactttg
ttggggctgt
ttcaggacca
agtggggcac
tttgttggaa
tctcaaaagg
aaaggaacac
gttcctagga
cattttrtta
gatattactt
ctgactttta
agttggagtc
tcatgtggca
ggtttgaaga
gagcaaaaca
tggagaggtc
agtttcccca
taggttatgt
ttcttaaaat
aatacccgaa
tactattaag
ttctgagtat
tattrcagtt
agggcttcta

aatgggccaa

2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800



10

aggtctgaga
ggaatgtatg
tcggtgyett
cgcaaatggt
gtttctgctt
gtgtgtcttt

t

<210>12
<211> 4932
<212> DNA

ccaggctgct
gttgtggett
tgaaggaaca
aagccagagg
aagagggact
tgagtaccgt

<213> Mus musculus

<400> 12
tagcagggtg

ccatttctct
cctegtetec
ccgggacttc
catccagggt
gcaggtgttg
aatccactac
ccteccagcea
aggccaagcet
tgtaaatgtg
actcatctgce
tgggaagctc
cacaccccaa
cctgaatgtg
ctccacatgt
agggaagtcc
ctttggctcc
tcagctggaa
ttccaacttc
ctccacagac
gtccgctaac
ctgggcttct
caatggcacc

gaaggaattt

tagagggatc
tttatccctc
tgcgagagcc
ctgcccagca
atcagaacct
ctgtctccca
ggaggcaaaa
ggggtgccca
gagctcacac
ttcgtcccac
gaggccacga
gtggaatctg
acctacaagg
tacacctgcc
gctgccagtg
tcctacaatt
ccagagtggc
ggaccagcat
acaactagat
atcctaacct
ctgacctgtc
caaagtggtg
ttcagtgcta
gtgtgtactg

gctgggtagg

ctgccaccca
attccacaca
cagccacagce
gagtcttcag
tgtctgggtce

tcctgtctga
tctggtectc
ccctgtctga
ccatttcctt
tcccaacact
agagcatcct
acaaagatct
ggcccaggea
cttgaccttt
cacgggatag
acttcactcc
gcttcaccac
tcataagcac
gtgtggatca
agtggeetgg
atggccaatg
caaggacaag
cttcccttaa
atgtcataac
tcaccatccc
tggtctcaaa
aaccactgga
agggtgtggc

tgactcacag
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cctggacttt
tccacctgge
aagactctgg
tgtggctget
tcattgcttt

actcacattt

caggaggcaa
agagagtcag
taagaatctg
cacctggaac
gaggacaggg
tgaaggttca
gcatgtgccc
tggcecagag
cattccagcet
cttctctggce
aaaaccgatc
agatccggtg
acttaccatc
caggggtctc
gctaageccca
ccacccagac
aatgagcaat
gtaggtttgg
ctgacacagt
cccctecttt
cctggcaacc
aaccaaaatt
tagtgtttgt
ggatcrgect

gggtctccca
tgctcatgga
acctctccga
gctcttaaag

agggggagaa
aactttcctt

gaagacagat
tcctteccaa
gtggccatgg
taccagaaca
ggcaagtacc
gatgaatacc
attccaggta
ggagcagcgg
gtcgcagadga
cctgcaccac
acagtatcct
accatcgaga
tctgaaatcg
accttcttga
atgcctagcc
atggtcattt
aggcagtaga
gggatggaga
gttctcttga
gccgacatct
tatgaaaccc
aaaatcatgg
gtggaagact

tcaccacaga

22

cccagacctg
ccagccagec
aaccaggcac
cttgtaaact
agagacattt

gaaaaactag

tcttaccect
atgtcttccc
gctgecctggc
acactgaagt
tagccacctc
tggtatgcaa
agaaccaaac
ggtggggctt
tgaaccccaa
gcaagtctaa
ggctaaagga
acaaaggatc
actggctgaa
agaacgtgtc
ctcccagatt
gctccttgaa
ggggtgagaa
ctaagctttt
ctgcaggtcc
tcctcagcaa
tgaatatctc
aaagccatcc
ggaataacag

agaaattcat

4860
4920
4980
5040
5100
5160
5161

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
8§40
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440



ctcaaaaccc
gtacctcata
gaggtgcaca
ctgagggagt
gtgcagtggc
atgccagagc
gaggaatgga
ctggtgaccyg
ctgatcatgt
gccctgggtg
ttttataaaa
tgctcatgec
ctccaccctg
cttacaacag
aagcttgect
tacatagata
cagacaaagg
caaacgcctt
tatgcatggt
tagatacaaa
catgtgaaca
ggctcacgge
ctatgattgg
gcagaagata
atagaacacc
ccagttcaaa
acacacacac
agcctctgta
tcttcatatt
cagggatcag
tttatctctt
aactctgatc
ctctggtatc

tcagtctaaa

aatggtaggt
gggagggcag
aacatccacc
cagccacagt
ttcagagagg
ctggggcccc
actccggaga
agaggaccgt
ctgacacagg
tccagttgcet
attagaaata
tgctgagaca
gcccttectc
acagagtatg
aacctggtgc
tataggtaca
tacacatata
cagagacaaa
cctgtgtaca
gatatgcata
ggtatagcac
tcagagagcc
gagagataac
ctccactaac
tcagaagacc
atgcagaaaa
acacacacac
aggagtcacc
catatccatt
agatcccaat
ggtaccaaga
aaagaaagtc
cctgttctta

cagcaccgat

atcccceectt
gtcctettec
tgctgtgtac
cacctgcctg
gcaactcttg
aggcttctac
gacctatacc
ggacaagtcc
cggcacctgc
ctgtgtatgc
aaaaaaatcc
gttgtgrttt
taccttgcca
aacatgcgat
aggcagcatt
catgtgtaga
tacacatgag
taggcataga
cagaaacaga
tacacacatg
acagatacac
tacactaggc
cccaggtaca
cacccatgac
aatgtgaaat
cataatgcag
acacacacac
acccaataac
tggggcctag
aaatgccctyg
cccaacattyg
atgagatgcc
ttgctaaagc

ggcaccacct

ES 2557811 T3

CCccttcecect
accctatcct
ctgctgccac
gtgaagggct
ccccaagaga
tttacccaca
tgtgttgtag
actggtaaac
tattgaccat
aaactaacca
attcaaacgt
gcttgctctg
gtttcctect
tcctccaget
caggcacata
cacatacatg
ttcatgcgca
cacacaacca
ctataggcaa
tacagaaaca
ctggactctg
tgggtcactyg
aagtatgcect
agaaagttag
tgcctaacce
ttgtccaaaa
acacacacac
actgcctctt
gctttagata
gtcccacage
ctggcaggygg
tgagtccttc
ccaagagaca

gctcagggaa

ccaattgcag
cactactgtc
cagctcgtga
tctctectgce
agtatgtgac
gcatcctgac
gccacgaggc
ccacactgta
gctagcgctc
tgtcagagtg
cactggtttt
cacacaccct
tgtgtgtgaa
acttctagat
tatagacaca
aatgtgtatt
cacacatgca
ctcacagaaa
atatacacaa
tcttcacatg
accagggctyg
atactcctca
atctgtctca
ccttggctat
actcacaccc
gatgccccaa
acacacacac
tgggctcata
tccccaaggg
ctcecctcagg
taggacaagc
aggaagtaag
gggagacctg

agtccagagc

23

gacccttect
ttcatttaca
gcaactgaac
agacatcagt
cagtgceccg
tgtgacagag
cctygccacac
caatgtctcc
aaccaggcag
agatgttgca
dattatacaa
gcatacttgc
ctcagtcagg
atatggctga
catgcattta
catggacaca
tdgacactta
cagataccaa
ataaactata
tgtacactaa
taatctccaa
ggagcccact
acaccatgqgg
gtctccatta
accctgatct
ccacacacac
accatcaagg
tcctggacat
ctcatcttta
tatctgtctg
aacgcacgygg
gagggacaac
ctctaaattc

acaccaatat

1500
1560
1620
1680
1740
1800
1360
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480



10

cattttgcca
ttgctctgct
ggcctgttct
attctccaga
tggcttgacc
ggctttgaga
ttctacagca
gctgggacag
caattcacac
agaccaagag
ctagtaaact
tcttectttct
gcccacagac
actcacttta
cccaaggatt
cttaagggag
gggagaaggg
agagagagag
acacaggcag
gcagagaaaa
ccttaggtct
aatttaggtc
gattttgaag
ctcaaattct

ctatagtcac

<210> 13
<211> 6864
<212> DNA

cagttcctga
gccccagggc
gtgeccteogt
accatcaggg
ctccctctet
acctgtggac
ccaccgtcac
ggagtcacca
tgtctctgtc
atcctceccac
tattcttacg
agactgacca
agctgagcty
ttgtgaagga
atctgaatag
aaagagggaa
agagggagag
agagagagag
ccaatggata
ttccaggcct
ctgctctgtc
ttatcccaaa
atgtttgtac
ctgtctatga

tc

<213> Homo sapiens

<400> 13
atgcccgtga

tctgcgeect
gcctecacca
ggcacagcag
tggaactcag

ggactctact

gcccagacac
gggcccaget
agggcccatce
ccctgggcty
dcgccctgac

ccctcageag

gtctgecttt
tcetggaaca
ctagcttgag
caccceaacc
gtgtcccttc
cactgectec
cctgttcaag
gtcctcactyg
acctgcaggt
agggacacta
tctttecctgt
aagacttttt
taaacaaatg
atttgttttg
agcttaggaa
aggaggtgtg
ggagagggag
agagagagag
gcactctggt
aatctcccaa
cccageccac
gctttgtggt
ctctcccaca

caactgctgt

tggacgctga
ctgtcccaca
ggtcttcecc
cctggtcaag
cagcggegtyg
cgtggtgacc
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acccaggtcc
aaggctccaa
ctattagggy
cttatgcaaa
atagaggggg
accttcatcyg
gtagtgtggt
cctctaccte
gaaatgactc
cctectgggec
gttgccctcc
gtcaacttgt
tcacatggaa
tttttcaaac
ctggaaatgg
gaagaagaaa
agggagaggyg
agagagcaty
tatctaccct
aagcaacaga
catcttgggc
atgtgggtgt
acatgacaag

atgactatat

acctcgcgga
ccgcggtcac
ctggcaccct
gactacttcc
cacaccttec

gtgccctcca

atacattgca
attagtgtgt
accagtcaat
tgctcagtca
aggtgaatgc
tcctettect
tgtgggoctg
tactccctac
tcagcatgga
tgggatacct
agcttttatc
acaatctgaa
ataaatactt
ctttcctgeyg
aacagtgcag
aaagagaagc
agagggagag
cactctaaca
gatggaagaa
acctggaaac
tggtgttgct
gcctttgggg
ccctagggat
gaagaaatgg

cagttaagaa
atggcaccac
cctccaagag
ccgaaccggt
cggctgtect

gcagcttggg

24

tctgtcttge
cctacagctt
actcgctaag
ccccaagact
tgaggaggaa
cctgagcctce
aggacacaqgg
aagtggacag
aggacagcag
gactgtatga
tctgagatgg
gcaatgtctg
tatcttgtga
gtgttgacag
tctgatggta
4gagygggygag
ggagagagag
gcaaagtaca
gggaagtagg
tagcctctag
tcaagctagt
agttggctga
tagtcaataa

gataaagatg

cccagggygece
ctctcttgea
cacctctgag
gacggtgtcy
acagtcctca

cacccagacc

3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4932

60
120
180
240
300
360



tacatctgca
aggccagcac
gcatcccgge
ccggaggect
ggectetggge
tgctgggctce
accccaaagg
agtaactccc
accgtgccca
tagagtagcc
cttcctcage
aggacaccct
acgaagaccc
agacaaagcc
tcctgcacca
tcccagecec
ggccacatgg
acctctgtcc
gatgagctga
gacatcgecg
cccgtgctgg
aggtggcagce
tacacacaga
cgctccccag
cccaggeacc
gatggttctt
tgggtcccac
ggggctcagce
cagcagceage
acagcccectg
atgcccactc
tacccccacg
accgactccg
acacactcag

aCcCacCacaca

acgtgaatca
agggagggag
tatgcagccce
ctgceccygeec
aggcacaggc
agacctgcca
ccaaactctc
aatcttectet
ggtaagccag
tgcatccagg
acctgaactc
catgatctce
tgaggtcaag
gcgggaggag
ggactggctg
catcgagaaa
acagaggccg
ctacagggca
ccaagaacca
tggagtggga
actccgacgg
aggggaacgt
agagcctctc
gctctcgggg
cagcatggaa
tccacgggtc
tgtccccaca
caggdggctgc
tgccetyggye
cctctgtagg
gggggcatgc
gcactaaccc
gggacatgca
cccagaccey

cacgtgcacg

caagcccage
ggtgtctgct
cagtccagdyg
cactcatgcet
taggtgcccc
agagccatat
cactccctca
ctgcagagec
cccaggcecte
gacaggcecce
ctggggggac
cggaccecty
ttcaactggt
cagtacaaca
aatggcaagg
accatctcca
gctcggececa
gccccgagaa
ggtcagcctyg
gagcaatggqg
ctccttcttc
cttctcatgce
cctgtcteeyg
tcgegegagg
ataaagcacc
aggccgagtc
ctggcccagyg
cctcggcagg
tgggcecacga
agactgtcct
ctagtccatg
ctggcagccce
ctctcggacc
ttcaacaaac

cctcacacac

ES 2557811 T3

aacaccaagg
ggaagccagg
cagcaaggca
cagggagagg
taacccaggc
ccgggaggac
gctcggacac
caaatcttgt
gccctccagc
agcegyggtyc
cgtcagtctt
aggtcacatg
acgtggacygg
gcacgtaccg
agtacaagtg
aagccaaagg
ccctetygeec
ccacaggtgt
acctgcctgy
cagccggaga
ctctacagca
tccgtgatge
ggtaaatgag
atgcttggca
cagcgettec
tgaggcctga
ctgtgcaggt
gtgggggatt
gaagccctag
gttctgtgag
tgcgtaggga
tgcccagect
ctgtggagag
cccgeactga

ggagcctcac

tggacaagaa
ctcagcgctc
ggccccgtcet
gtcttctgygc
cctgcacaca
cctgecectg
cttctctect
gacaaaactc
tcaaggcggg
tgacacgtce
cctettcoec
cgtggtggty
cgtggaggtyg
tgtggtcagc
caaggtctcc
tgggacccgt
tgagagtgac
acaccctgec
tcaaaggctt
acaactacaa
agctcaccgt
atgaggctct
tgccacggec
cgtacccecgt
ctgggecect
gtggcatgag
gtgcctgggc
tgccagcgtg
gagceecetgy
cgcectgtec
caggccctec
cgcacccgca
actggtccag
ggttggccygy

ccgggcgaac
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agrtggtgag
ctgcctggac
gcctettcac
tttttcccca
dadaggggcagy
acctaagccc
cccagattcc
acacatgccc
acaggtgccc
acctccatct
ccaaaaccca
gacgtgagcc
cataatgcca
gtcctcaccg
aacaaagccc
ggggtgcgag
cgctgtacca
cccatcecygy
ctatcccagc
gaccacgcct
ggacaagagc
gcacaaccac
ggcaagccce
gtacatactt
gcgagactgt
ggaggcagag
cgcctagggt
gcccteccte
ggacagacac
tccgacccge
ctcacccatc
tggggacaca
atgcccacac
ccacacggcc

cgcacagcac

420

480

540

600

660

720

780

840

200

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460



ccagaccaga
cccacgegge
cagacaaacc
atcacacacc
gctggggtca
acacgggaga
tggctgagec
aggacattgt
cacccccaga
ctgcaactgg
accatcacca
ttcttcaagg
acaaactgtc
atgctctcac
tcccccagge
caacactgtc
tgtccctgac
tcccctatag
ccatgctgtc
aatatccccc
aacccgacac
cccacctgtc
atgctgtccc
tgtcccecag
tgacactgtc
cctgtcccca
tcceccatge
caacactgtc
ttccctecta
ccactctgtc
actgtccecc
tccccaacac
acctgtcccc

ctccccacct

gcaaggtcect
acctcaaggc
cagccctect
acgtcacgtc
catgaggtgt
€ggggagcgg
ccggggecaa
tggcccatee
ggcccaagcec
aggagagctg
tcttcatcac
tcggccgcac
tctgacactg
aaactgtccc
tctccccaca
ccccaccctg
actgtccccce
ttcctggcce
ccctcctgta
acactgtccc
tttcctccat
ctcaacactg
cacctgtccc
gctgtaccta
ccccacgctg
acactatcct
tgtccccacc
ccccacgcta
tccctgacac
ccctataatc
aagctgtccc
tctecctccat
gatgctgtcc

gtccctgata

cgcacacgtg
ccacgagccg
ctcacaaggt
cctggeccty
gggcttcacc
gtcctgctga
agctggtgcc
€ggccgggec
cagggggaca
tgcggaggcg
actcttectyg
gttgtcccca
tcccacagge
tgacattgtc
tgtccccgac
tcccccttty
atgetttecce
tgtcccccac
tgaaaccctg
cacctgtccce
gctgtcccca
tccccecatge
tgatattgtc
ccagtacaac
tcccctectg
ccatgctgtc
agtccccaaa
tccccectot
tgtccgccat
cctgacactg
cacctgtect
gtccccacct
ccegggetgt

ctgtccccca
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aacactcctc
ctcggcaget
gccectgcag
gcccacttcc
atcctcctge
gggccaggtc
€agggcggqgc
ctacatcctg
cagcactgac
<aggacggqg
ttaagcgtyt
gctgtccttg
tgtccccacc
cccaatgctyg
actgtcccce
tccccaacac
cacctgtccc
gctgtceect
tcccacatgc
cgacactctc
cccatctecg
tgtcceccace
ccccatgeag
actgtccccc
tccecgacac
ccctecctgte
actttcctcce
ccccgacaat
gctgtcccca
tcceccacge
caacacagtc
gtccctgata
acctaccagt

tgctgteccce

ggacacaggc
tctccacatg
ccgccacaca
cagtgccgec
cctetgggec
gctatctagg
agctgtgggg
ggtcctygcca
cacccccttce
agctggacgg
gctacagtge
acattgtccc
tgtccctgac
cccecacctg
atgctgtccc
tgtcccecac
tgacaccatce
acagtacctg
tgtccccacc
ctccacgtty
acactgtacc
tgtccccaac
tctccaccty
atgctgtccc
tgtcccccac
cccacctgtce
acactgtccce
gtcecccacty
cctgtccctg
cgtccectece
cccecatgetg
ttgtccccca
ccaacactgt

acctgtcecg
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ccccacgaqge
ctgacctgct
cacacagggg
cttcecctgea
tcagggagag
gccgggtgtc
agctgacctce
cagagggaat
ctgtccagag
gctgtggacg
caccgtcacce
ccatgctgtc
gctgtccecc
tccaacagtg
catctgtccc
agtttccacc
ccccactctyg
gcactgtcce
tgtccgtgac
ttcttaccta
ccacgttgtc
actctectec
tcceccaatge
cacctgtccc
actgtcccca
ccctacactg
cacctgtccc
tttcctectg
acactgtctc
cgtatgcacc
tcceccacctyg
tgcagtccce
cccccacact

gacactgttc

2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500



tccacgetcet
cactatcctc
gtccccaaca
tccecetgtec
cccatgctgt
ctctgtccec
gtcccccatg
ctgacactgt
cactcttcca
gtgtctgaca
ccacatgctg
tgaggccatg
cctgcgtgga
gg9g9tgggty
ctacaggtga
tacaggaaca
ccagacccea
cgacctcacc
acacctgaca
gcttggtgca
cggaccacaa
gcaggacctc
tccagatggt
ctgttgggga
cagccagcca
ttctgatttc
ccaccccttg
cagccagccc
cccacccact
aggagcecca
aggcctccca
gcctgaggac
ccaggagcgt
tgcagcagga
ggtgcccgtg
cgctctgctyg
ggagactcga
tcactcgaag
ctaaagctca

agtcttgtac

ccectectgt
catcctygtcee
ctgtcctcca
ctgacaatgt
ccccacctgt
tataatccct
ctgtccccac
ccccatctct
cactctgtct
ctgtccccca
ttggtgecect
gcacctgggt
ctgacgggtyg
gggctcgggyg
agtggatctt
tgatcggaca
cacaccagcec
gccctcaacc
cgccececcectt
tgcagggcac
ggtgctcaca
gcectggage
gagtoggagc
ggcttccgag
gcctecattc
aagcaaagaa
gctgecctgec
cagagtccge
ccagtccacc
cagtgcaagg
gagaaggctg
agaggaggcc
ggacacagcc
acaagcagcec

ttcttgcgaa

cccecatecac
gcgggagtgc
gaggtgccac
ttaattgtct

ttcgtgatgg

ccectgacact
caacctgtet
tgctgtceccc
ccccactgtt
cccccacatg
gacactgtcc
ctgtccctga
ccccaacact
ccacctgtcc
cgctgtcccc
ggctctgete
ggcatgaggg
gogtgggeett
gcagggctgt
ctcctcggtyg
gggggcctag
atgggccaty
ccatgactct
ccagaccctg
tgggggccag
caaaaggagg
caaccccgte
gtcageccgee
agctgcgaag
cgggcactcc
cgctgctctce
cacactgctg
actggggaga
gagatcactc
gtgaggatag
gtgaccaggt
caggagcatc
agaactcatc
actctgggyg
agcagggctyg
gccgttecgt
ggccagegcec
catttcagct
ttgatgtttc

gagc
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gtcccecaca
cctacactygt
catgtecccca
tcctgtecce
gtctccaccy
cccacaccgt
tgctgtcctce
ctcctecatg
ctgacactgt
acctgtccct
tctatcacca
gccggatygy
gggggcagag
ggcctecgctce
gtggacctga
ggccaccctce
ctcagcecacce
ctggcectegce
tgcatagcag
gtgtccecte
cagtgaccgg
cacgccagec
aaggtaggga
gctcactcag
cgtgaactcc
tggctcctgg
gattctcggg
gaaggggcca
agagaagagc
cccaaggaay
cccaggcgygy
ggggagagay
acagaggctg
caccaggtgg

ctggccacga

gactgtcacg
tgccteggec
ttggtagctt

ttttgtgatyg

ctgtcccecac
cccecatget
acactgtccc
tcctatcect
gtcccrgaca
cccctectgt
cacacagtcc
ctgtccttaa
cccccacact
gacgctgtct
agcctcagag
cctcaggggc
aggtggcctc
acccctgtge
agcagaccat
tgcggggtgt
acccaggcca
agttgccctc
gtctacccca
agcaggacgt
tatcccaggce
tcctgaacac
agccacagca
acggccttcece
tgacatgagg
gaacagtctc
tggaactgga
ggcccaggac
ctgggccatg
ggctgggcat
caagactcag
gtggagggac
gcgtccagcec
agaggcaaga
gtgctggaca
cagaatctgc
gtcagggagg
ttcttcttct

acaataaaat
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ctgtccccaa
gtccccacca
ccatgctatc
gacactgtcc
ctgtctccca
atgcaccact
ccacctctcc
ctgtccccaa
gtcctcacct
tctgtgctgt
caggcagtgg
agggctgtgg
agtgccctga
tgtgccttge
catccecegac
ccagggccgce
cacctgcccec
tgaccctgac
gacctccgct
ccttgcecte
ccccacccag
aggcgtyggtt
ccatcaggcc
tcccageccy
aatgaggttg
agtgccagca
cccgcaggga
actgccacct
tggccgetge
ctgcccagac
ccttggtggo
accgggagag
ccgggtcacg
cgacaaagag
gaggccccca
agacaggaag
actcctgggce
tttaaatttt

atccttttta

4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600

6660
6720
6780
6840
6864
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<210> 14
<211>21
<212> DNA
<213> Artificial

<220> cebador
<223> UpstreamSpelSmu

<400> 14
gagtaccgtt gtctgggtca ¢

<210> 15
<211>23
<212> DNA
<213> Artificial

<220> cebador
<223> Sacl-3'Imu

<400> 15
gagctctatg attattggtt aac

<210> 16
<211> 22
<212> DNA
<213> Artificial

<220> cebador
<223> Neol

<400> 16
gcatgatctg gacgaagagc at

<210> 17
<211> 22
<212> DNA
<213> Artificial

<220> cebador
<223> Neo2

<400> 17
tcccctcaga agaactegtc aa
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REIVINDICACIONES

1. Ratén transgénico caracterizado por que comprende un locus de IgH modificado por el reemplazo de la
secuencia de conmutacion Sy por todo o parte de un transgén constituido por el gen Cpy de una inmunoglobulina
humana de clase G, incluyendo al menos el exén codificante del dominio CH3 y los exones de membrana m1y m2,
y por que produce anticuerpos que son mayoritariamente IgG quiméricas cuyos dominios constantes de cadenas
pesadas son de origen humano.

2. Ratoén transgénico segun la reivindicacion 1, caracterizado por que es homocigético de dicho locus de IgH
modificado.
3. Ratén transgénico segun la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, caracterizado por que dicho locus de IgH

estd modificado mediante reemplazo de la secuencia de conmutacion Sy por la totalidad del gen Cy.

4. Rat6n transgénico segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado por que dicho gen Cy
es el gen Cy1.

5. Raton transgénico segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado por que comprende
otro transgén que codifica una cadena ligera de inmunoglobulina humana.

6. Raton transgénico segun la reivindicacion 5, caracterizado por que dicho transgén es un gen kappa
humano.

7. Rat6n transgénico segun la reivindicacion 6, caracterizado por que dicho gen kappa humano presenta la

secuencia SEQ ID NO: 9.

8. Raton transgénico segun una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7, caracterizado por que es
homocigético o heterocigético de dicho transgén.

9. Raton transgénico segin una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 8, caracterizado por que posee un locus
enddgeno de la cadena kappa inactivado.

10. Vector de orientacion de la recombinacion homéloga caracterizado por que comprende el gen Cy de una
inmunoglobulina humana de clase G o un segmento de este gen que incluye al menos el exén codificante del
dominio CH3 y los exones de membrana mly m2, tal como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1, 3
0 4, flanqueado por fragmentos de secuencias del locus de IgH de madrido que son adyacentes de la secuencia Sp.

11. Vector de orientaciéon segun la reivindicaciéon 10, caracterizado por que dichos fragmentos de secuencias
flanqueantes que son adyacentes de la secuencia Sp son secuencias de murido de SEQ ID NO: 11 y 12,
respectivamente en 5'y en 3'.

12. Célula embrionaria de raton, modificada por un vector de orientacion segun la reivindicacion 10 o la
reivindicacion 11.

13. Anticuerpo quimérico de clase IgG susceptible de obtenerse a partir de linfocitos B de un ratén transgénico
segun una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 9 o el fragmento Fab, Fab'2 o Fe de dicho anticuerpo, caracterizado
por que dicho anticuerpo comprende una cadena pesada quimérica cuyos dominios constantes son de origen
humano y los dominios variables son de origen murido y cadenas ligeras humanas cuyos dominios variables estan
codificados por Vk1-J«5.

14. Reactivo de diagndstico caracterizado por que comprende un anticuerpo quimérico de clase 1gG o un
fragmento de este anticuerpo segun la reivindicacion 13.

15. Composicion farmacéutica caracterizada por que comprende al menos un anticuerpo quimérico de clase
IgG o un fragmento de este anticuerpo segun la reivindicacion 13.
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gacagttaag
acctctcttg
ggggoacagco
aggegcecctg
agegtggtga
gcaacaccaa
ggctcagcgc
ctgeocctette
caggctctgg
tcagacctge
tecactecct
cccaaatctt
gctcaaggcg
ccacctcocat
caaggacaco
cctgaggtcoa
agcagtacaa
ggagtacaag
ggtgggacce
accgetgtac
gggatgagct
cgtggagtgg
ggotecottet
gotoegtgat
agtgoecacgyg
gtgtacatac
gtgatggtte
actgtceoccca
goocctocggea
gagaagccct
agcgoocctgt
coctcaccea
caaccgactc
agcccagaco
cgoctocacac
tgaacactcc
cttctecaca
cacacacagd
cagctggggt
gacggggagc
aaagctggtg
ccctacateco
accaccceocht
gggctgtgga
caotteotteas
toctetgacac
cctgacattg
acactgtcecc
actgtcecccc
tececceacte
cceccatgetg
ccacactgte
atgctgtccc
gctgteccocca
agtctceace
cocacctgte
cacctgtccc

aacccagqggqg
cagectoccac
agcoctgggo
accagoggoeyg
cogtgoecote
ggtggacaag
tcctgectgg
accoggaggo
gcaggcacag
caagagccat
cagcteggac
gtgacaaaac
ggacaggtge
ctottectea
cteatgatet
agttcaactg
cagcacgtac
tgcaaggtet
gtggggtgcy
caacctctgt
gaccaagaac
gagagcaatg
toctctacag
geatgagget
coggeaagoo
ttcocagges
ttteccacggg
cactggecca
gggtggggga
aggagecccct
cctocogacec
tctacecccea
cggggacatg
cgttcaacaa
acggageccete
tcggacacag
tgectgacctg
ggatcacaca
cacatgaggt
gggteoctget
cecagygoegy
tgggtecctge
toctgtccag
cgaccatoac
ggtcggeege
tgtoccacag
tccecaatge
ccatgetgte
acagtttcca
tgtcecctat
tcccocctoctg
cccacctgte
cacecatcto
cctgtoceca
tgtccccaat
cctgacactyg
caacactatc
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cctetgeogeo
caagggecca
tgooctggtoa
tgcacacctt
cagecagoettg
aaagttggtg
acgecatcoog
ctctgoccoge
gctaggtgco
atccgggagg
accttctcte
tocacacatge
cctagagtag
goacotgaac
cocggacoes
gtacgtggac
cgtgtggtea
ccaacaaago
agggccacat
ccctacaggg
caggtoagec
ggcagoocgga
caagetecaceo
ctgeoacaacc
ccogotoces
cocagocatgg
tcaggecgag
ggctgtgcag
tttgcecageg
ggggacagac
gcatgococac
cggcactaac
cactcteaggg
accccgeact
accocgggoga
gcoccccacga
ctcagacaaa
ccacgtcacg
gtgggcttca
gagggecagg
gcagctgtag
cacagaggga
agctgocaact
catcttecate
acgttgtcce
goctgtcoecca
tgcccccacc
ccecatctgto
cctgtcoctg
agttcctgge
tatgaaaccc
ccocgacacte
cgacactgta
acactctect
gctgtococceo
tecoececcacge
ctccatgctg

atgeccgt’
ctgggcccadg
teggtettoo
aggactactt
coeoggetgto
ggcacccaga
agaggccagc
gctatgcagc
cccactcatg
cctaacccag
accctgcecc
ctecccagatt
ccaccgtgoc
cctgeatcea
tectgggggg
tgaggtcaca
ggcgtggagg
gogtecteac
cotocoageo
ggacagaggc
cagoccogag
tgacctgect
gaacaactac
gtggacaaga
actacacaca
aggcoctoctegg

aaataaageca

tctgaggcct
gtgtgectgg
tggccecteocece
acacagccec
tcgggggcat
ccctggeage
ccctgtggag
gaggttggce
accgcacagce
gocccacgog
cocageccte
tcocctggoco
ccateccteoct
tcgeotatcta
ggagctgacc
atcaccccca
ggaggagagc
acactettec
cagctgtcct
cctgtecctg
tgtccaacag
cccaacactg
acactgtccco
cctgteccece
tgtcccacat
tccteoecacgt
ccccacgttg
ccatgetgte
aggckgtacc
tgtcceooctoe
tccoctoctg

FIGURA 2
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gagcccagac
ctctgtecea
ccoctggoaco
coacgaacog
ctacagtect
coctacatetg
acagggaggg
cccagtoocag
ctcagggaga
gcectgoaca
tgacctaage
ccagtaactce
caggtaageo
gggacaggeo
acagtecagte
tgegtggtgg
tgeataatge
cgtectgeac
cccatogaga
cggotoggeco
aaccacagdt
ggteaaagge
aagaccacgoc
goaggtggoa
gaagagecto
ggtocgogoga
cccagegett
gagtggcatg
geogoctagg
tccagcagca
tgcctetgta
gectagteca
cctgeoecagoc
agactggtce
ggccacacgg
acccagacca
gcacctcaag
ctotecacaag
tggcceactt
gccectetggg
gggcogggtg
tcaggacatt
gaggcccaag
tgtgeggagyg
tgttaagegt
tgacattgtc
acgctgtcce
tgtcceccag
tcccecacce
ccatgettte
acgctgteceo
gctgtececea
tgttcttace
tceccacctyg
ccecacctgte
taccagtaca
tgtcceocgac
tcceoccacctg

actggacget
caccgoggtce
ctocteocaag
gtgacggtgt
caggactcta
caacgtgaat
agggtgtctyg
ggcagcaagyg
gggtcttctg
caaaggggea
ccaccccaaa
ccaatettcet
agccocaggoo
ccagoogggt
ttectettee
tggacgtgay
caagacaaag
caggactgge
aaaccatctc
caccectetge
gtacaccctg
ttetatecea
ctceogtget
gocaggggaac
tecetgtetoe
ggatgctigg
ccctgggocoe
agggaggcag
gtggggctca
gctgeocctag
ggagactgtc
tgtgcgtaagg
ctogcacocyg
agatgcccac
ccaccacaca
gagcaaggtc
gocccacgagce
gtgccecctge
cccagtgeeg
cctcagggag
tctggctgag
gttggcccat
cccaggggga
cgcaggacgg
gtgctacagt
ccccataetg
ccatgctetc
gctcteoocea
tgteccocctt
cccacctgte
ctacagtacc
cctgtecegtyg
taaacccgac
tcectcaacac
cctgatattg
acactgteece
actgtcccoc
teccectacac

gaacctegeg
acatggcacc
agecacotctg
cgtggaaétc
cteccteage
cacaagccca
ctggaagcca
caggccocgt
gctttttceo
ggtgctggge
ggocaaacte
ctectgcagag
tcgcecteoca
gotgacacgt
coccaaaace
cocacgaagac
cocgodggagy
tgaatggcaa
caaagccaaa
cctgagagtyg
cococatococ
gogacatoge
gogactoogac
gtetteteat
cgggﬁaaazg
cacgtacceo
ctgcocgagact
agtgggtccc
gccaggggcot
getggaccac
ctgttoctagtg
gacaggccct
catggggaca
acacacactc
cacacgtgca
cteocgcacacyg
cgctoggeag
agccgcocaca
ccoctteocctg
ggacacggga
ccococggggeo
ccoggecggyg
cacagcactyg
ggagctggac
gocaccghoa
tcacaaactyg
acaaactgtce
catgtecceeg
tgtcococcaac
cctgacacca
tggcactgte
acaatatccc
actttectce
tgtcceccoecat
tececeatge
ccatgetgte
acactgtcecc
tgtcceoceat



gotgtoceea
tatcocceoct
atgctgtece
geegtoooct
tgteccceoacc
ccacctgtce
ctgtcectga

gtoccectgaca.

ctecctacact
caacactgtc
ctgacactgt
cacktctgtce
tgeotgtececo
ctceceaaca
ccctgacact
ctgacgetgt
agcaggcagt
ggcoctgogty
tggggctegy
ttetectegyg
agggeocacce
ccacccagge
tctgaccctg
ctgottggtg
aaggtgctca
goccaacctcg
ccaaggtagg
agacggect

ggaatgaggt
caccaccoct
cceagagbee
cocgagatcac
agcocccaagga
ggcaagactc
acaccgggag
cgtgeocagoag
tgttettgeg
acgecgttece
coctgectogg
cttteottett
atatcctttt

ccagtcceca
gtcceocgaca
cacctgtcoc
cccgtatgea
tgtcocccaac
ccgatgotgh
tactgtceccc
ctgtccocaca
gtocccocatg
ccocatgeta
cococcatget
cctataateo
acctgteoecct
ctctectcea
gtccoccoaca
cttctgtget
ggtgaggcca
gactgacggg
gggcagggct
tggtggacct

tctgoggggt
cacacctgec

acacacctga
catgcaggge
cacaaaagga
tccacgocag
gaagccacag
cctoccagec
tgttctgatt
tggctgoctg
gcactgggga
tcagagaaga
agggctggge
agoccttgatg
agcocaggage
gaacaagcag
aaagcagggc
gtgactgteca
cegtcaggga
cttttaaatt
taagtcttgt
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aaactttcct
atgtccccac
tgacactgtc
ccactgltecc
actctectcc
ccococoggget
catgctgtcce
cactgtooce
ctgtoaccac
tcteccctgt
gtcocececacct
ctgacactgt
gatgctgteco
tgctgtcctt
ctgtectcac
gtccacatgc
tggcacctgyg
tgggtgggcc
gtggcctcge
gaageagacc
gteoccagggco
ccegacctca
cacgoccooo
actgggggce
ggcagtgacc
cotoctgaac
caccatcagy
cgcagccago
tcaagcazag
cocacactge
gagaaggggc
gectgggoca
atctgcccag
gggectgagyg
gtggacacad
ccactctggg
tgctggecac
cgcagaatct
ggactcctag
ttctaaagct

aghktegtgat

ccacactgtce
tgtttecctecc
tececactatyg
ccaagetgte
atgtcccoccac
gtacctacca
ccacctgtoo
acctgtcceco
cagtccccasa
coctgacaat
gtcccccaca
cooccacace
tccacacagt
aactgtceoco
ctgtgtctga
tgttggtgcc
gtggeatgag
ttgggggcag
tcacccotgt
akteatoececeg
gocoadgacoc
ccgooctcaa
ttocagaceo
aggtgtccocco
ggtatcccag
acaggcgtgg
cectgttggg
cageocctocat
aacgotgoto
tggattctcg
caggcccagg
tgtggcoceget
acaggcctec
acagaggagg
ccagaactca
ggcaccaggt
gagtgctgga
gocagacagga
getecactoga
cattaattgt

‘gggagec

ccecacctgtc
tgttocectcc
tccectataa
ccocacctgtc
ctgtececctga
gteccaacact
cggacactgt
aacactatcc
cactgtcecte
gtcecccactg
tggtctccac
gtceccotect
cececacchct
aacactcttc
cactgtceceo
ctggctcotgce
gggccggatg
agaggtggec
getgtgeoctt
actacaggaa
cacacaccadg
coccatgact
tgtgcatageo
tcagcaggac
gococcacce
tttecagatg
gaggcttecs
tccgggeact
tctggetect
ggtggaactg
acactgccac
gcaggageco
cagagaaggc
cccaggagea
tcacagaggc
ggagaggcaa
cagaggcccc
agggagacktc
aggaggtgec
ctttgatgtt
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cccaacactg
tatccotgac
tccctgacac
ctcaacacag
tattgtecec
gtoccecaca
tetecocacget
toccateoctgt
catgetgtec
tttectgtee
cggtcoctga
gtatgcacca
cccbgacact
cacachbeotgt
cacgctgtce
tctctatecac
ggooctcaggg
tcagtgoeoct
geotacaggt
catgatoegga
ccatgggeoca
ctctggecte

aggtectacco

gtoceottgece
aggcaggace
gtgagtggga
agagctgega
ccecgtgaact
gggaacagtc
gacecgcagyg
ctocecaccoa
cacagtgcaa

tggtgaccag

teggggagag
tggcgtcoccag
gaggacaaag
cacgctctge
gagcgggagt
accatttcag
tocttttgtaga

tocccccacge
actgtocogec
tgtccoocac
tcecceatge
catgcagtce
ctctocccac
ctcecetoect
cccaacchigt
ceccatgtoce
cctectateo
cactgtectee
ctgtcccéca'
gtceococatet
ctecacctgt
ccacctgtcc
caaqcctcag-
gcagggotgt
gaggggtgag
gaagtggate
cagggggach
tgctecageca.
goagttgoco
cagacctccg
tecggacoad
tcgeooctgga
gcgtoagoog
aggetcactic
cctgacatga
tecagtgecag
gacagooagoe
ctocagtoca
gggtgaggat
gtcoccaggeg
aggtggaggyg
cocogggtca
agggtgceeg
tgcccoccate
gcggocagog
ctttggtage
tgacastaaa
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FIGURA 4
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Tiempo (dias)

FIGURA 6
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