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DESCRIPCION
Ratones que expresan una cadena ligera de inmunoglobulina hibrida
Campo

Ratones modificados genéticamente que comprenden un segmento genético variable de cadena ligera A de
inmunoglobulina humana (hVA) sin reordenar y un segmento genético que se une a A humana (hJA) unidos de forma
operativa con una region constante de cadena ligera kappa (k) de raton. Ratones modificados genéticamente que
expresan anticuerpos que comprenden una cadena ligera de inmunoglobulina que comprende una secuencia VA-JA
humana reordenada y una secuencia Ck de raton.

Antecedentes

En la técnica se conocen ratones que expresan anticuerpos que son totalmente humanos, o parcialmente humanos y
parcialmente de raton. Por ejemplo, se ha informado sobre ratones transgénicos que expresan anticuerpos
totalmente humanos a partir de transgenes que contienen genes de region variable de inmunoglobulina de cadena
ligera y pesada humanas. También se conocen ratones modificados genéticamente que comprenden una sustitucion
de los segmentos genéticos de regidén variable de cadena pesada (HCVR) de ratén endégenos y segmentos
genéticos de region variable de cadena ligera (LCVR) kappa (k) con segmentos genéticos de HCVR y LCVR
humanas y la preparacion de anticuerpos quiméricos con una cadena kappa quimérica de ser humano/ratén.

Las cadenas ligeras de anticuerpo se codifican con uno de dos loci separados: kappa (k) y lambda (A). Las cadenas
ligeras de anticuerpos de ratén son principalmente de tipo k. La proporcion de uso de cadena ligera de K a A en seres
humanos es aproximadamente de 60:40, mientras que en ratones es de aproximadamente 95:5. El uso sesgado de
cadenas ligeras K en ratones se sustenta de acuerdo con informes en ratones modificados genéticamente capaces
de expresar anticuerpos total o parcialmente humanos. Por lo tanto, parece que los ratones que expresan
anticuerpos total o parcialmente humanos estan limitados en el uso de la variable lambda.

En la técnica existe una necesidad de generar regiones variables lambda, ya sean de ratén o de ser humano, para
uso en la preparacion de proteinas de union a epitopo. En la técnica existe una necesidad de ratones que expresen
anticuerpos total o parcialmente humanos, los que los ratones presenten un aumento del uso de la variable lambda
(VA).

En la técnica existe una necesidad de ratones que expresen anticuerpos total o parcialmente humanos, en los que
los ratones presenten un aumento del uso de la variable A (VA), el documento WO 00/26373 se refiere a expresion
murina de locus de A de Ig humana.

Sumario

La invencion, en su sentido mas amplio es como se define en las reivindicaciones independientes. Se desvelan
ratones modificados genéticamente, embriones, células, tejidos, asi como construcciones de acido nucleico para
modificacién de ratones, y métodos y composiciones para su preparacion y uso. Se proporcionan ratones y las
células que generan regiones variables lambda (A) humanas en el contexto de una cadena ligera kappa (k) de ratén
como se menciona en las reivindicaciones. También se desvelan ratones y células que generan regiones variables A
humanas en el contexto de una cadena ligera k o una cadena ligera A, por ejemplo, a partir de un locus endégeno de
cadena ligera de raton. También se desvelan métodos para preparar anticuerpos que comprenden regiones
variables lambda. También se desvelan métodos para seleccionar cadenas pesadas que se expresan con regiones
variables lambda afines.

Se desvelan proteinas de union a antigeno quiméricas y humanas (por ejemplo con anticuerpos), y acidos nucleicos
que las codifican, que comprenden regiones variables somaticamente mutadas, que incluyen anticuerpos que tienen
cadenas ligeras que comprenden un dominio variable derivado de un segmento genético VA humano y un segmento
genético JA humano fusionados con un dominio constante de cadena ligera kappa de ratén.

La presente invencion proporciona un ratéon que comprende un segmento genético variable de cadena ligera A de
inmunoglobulina humana (hVA) sin reordenar y un segmento genético que se une a A humana (hJA) que estan
unidos de forma operativa a un segmento genético de region constante de cadena ligera kappa de inmunoglobulina
de raton (Ck) en un locus enddégeno de cadena ligera k de inmunoglobulina de ratén, en el que, en dicho locus, el
elemento amplificador intrénico Kk aguas arriba del gen Ck (denominado Eki) y el amplificador en la posicion 3’ de k
aguas abajo del gen Ck (denominado Ek3’) se mantienen, en el que el ratdon expresa un anticuerpo que comprende
una cadena ligera que comprende una secuencia VA-JA humana reordenada y una secuencia Ck de ratén.

La invencion también proporciona:

una célula aislada que expresa un anticuerpo que comprende una cadena ligera que comprende una secuencia
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VA-JA humana reordenada y una secuencia Ck de raton, en la que la célula proviene, o se puede obtener de, el
ratéon de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, y en el que la célula comprende un hVA y un hJA
que estan unidos de forma operativa a un segmento genético Ck de ratéon en un locus enddégeno de cadena
ligera k de inmunoglobulina de ratén, en el que, en dicho locus, el elemento amplificador intrénico k aguas arriba
del gen Ck (denominado Eki) y el amplificador en la posicién 3’ de k aguas abajo del gen Ck (denominado Ek3’)
se mantienen;

una célula madre embrionaria (ES) de raton aislada que comprende un segmento genético variable de cadena
ligera A de inmunoglobulina humana (hVA) sin reordenar y un segmento genético que se une a A humana (hJA)
que estan unidos de forma operativa a un segmento genético Ck de ratéon en un locus enddégeno de cadena
ligera k de inmunoglobulina de ratén, en el que, en dicho locus, el elemento amplificador intrénico k aguas arriba
del gen Ck (denominado Eki) y el amplificador en la posicién 3’ de k aguas abajo del gen Ck (denominado Ek3’)
se mantienen;

un embridon de ratén que comprende, se puede preparar, o se puede obtener a partir de, dicha célula ES de
ratéon, en la que el embrion de raton comprende un segmento genético variable de cadena ligera A de
inmunoglobulina humana (hVA) sin reordenar y un segmento genético que se une a A humana (hJA) que estan
unidos de forma operativa a un segmento genético Ck de ratén en un locus endégeno de cadena ligera k de
inmunoglobulina de ratén, en el que, en dicho locus, el elemento amplificador intrénico k aguas arriba del gen Ck
(denominado Eki) y el amplificador en la posicion 3’ de k aguas abajo del gen Ck (denominado Ek3’) se
mantienen;

un hibridoma que comprende una secuencia genética de cadena ligera de inmunoglobulina reordenada derivada
del raton de la invencién, secuencia reordenada que comprende un segmento genético hVA, un segmento
genético de hJA unido de forma operativa a un segmento genético Ck de ratdén en un locus endégeno de cadena
ligera k de inmunoglobulina de raton, en el que, en dicho locus, el elemento amplificador intrénico k aguas arriba
del gen Ck (denominado Eki) y el amplificador en la posicion 3’ de k aguas abajo del gen Ck (denominado Ek3’)
se mantienen, y en el que el hibridoma expresa un anticuerpo que comprende una cadena ligera que comprende
una secuencia VA-JA humana reordenada y una secuencia Ck de ratén; y

uso de un linfocito B de la invencion para preparar un hibridoma que comprende una secuencia genética de
cadena ligera de inmunoglobulina reordenada derivada del ratéon de la reivindicacion 1, secuencia reordenada
que comprende un segmento genético hVA, un segmento genético de hJA unido de forma operativa a un
segmento genético Ck de ratén en un locus enddgeno de cadena ligera k de inmunoglobulina de ratén, en el que,
en dicho locus, el elemento amplificador intrénico k aguas arriba del gen Ck (denominado Eki) y el amplificador
en la posicion 3’ de k aguas abajo del gen Ck (denominado Ek3’) se mantienen, y en el que el hibridoma expresa
un anticuerpo que comprende una cadena ligera que comprende una secuencia VA-JA humana reordenada y una
secuencia Ck de raton.

La presente invencion también proporciona un ratén que comprende:

(a) de 12 a 40 segmentos genéticos de region variable de cadena ligera A de inmunoglobulina humana (hVA) no
reordenados y al menos un segmento genético JA humano (hJA) que estan unidos de forma operativa a un gen
Ck de ratén en un locus enddégeno de cadena ligera k de inmunoglobulina de ratén; en el que, en dicho locus, el
elemento amplificador intrénico k aguas arriba del gen Ck (denominado Ecki) y el amplificador en la posiciéon 3’ de
K aguas abajo del gen Ck (denominado Ek3’) se mantienen; y

(b) una secuencia de acidos nucleicos intergénica Vk-Jk humana localizada entre los 12 a 40 segmentos
genéticos de region variable de cadena ligera de inmunoglobulina humana y la al menos una secuencia de
acidos nucleicos JA humana;

en la que el ratdn expresa un anticuerpo que comprende una cadena ligera que comprende una secuencia VA-JA
humana reordenada y una secuencia Ck de raton.

La presente invencién también proporciona un método para preparar un anticuerpo en un ratéon, método que
comprende: (a) exponer un ratén de la invencién a un antigeno; (b) permitir que el raton desarrolle una respuesta
inmune al antigeno; y (c) aislar a partir del ratén de (b) un anticuerpo que reconoce de forma especifica el antigeno,
o aislar a partir del raton de (b) una célula que comprende un dominio de inmunoglobulina que reconoce de forma
especifica el antigeno, en el que el anticuerpo comprende una cadena ligera derivada de un segmento genético VA
humano, un segmento genético JA humano y un gen Ck de ratén.

Se desvelan anticuerpos que comprenden (a) un dominio variable de cadena pesada humana (hVy) fusionado con
una region constante de cadena pesada de ratén, y (b) una VA humana fusionada con un dominio C; incluyendo en
los que uno o mas de los dominios variables se mutan de forma somatica, por ejemplo, durante la seleccion de
anticuerpo o célula inmune en un ratén de la invencién. El hVA sin reordenar y el hJA sin reordenar estan unidos de
forma operativa con una region constante k (Ck) humana o de ratén.
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También se desvela un raton que comprende, en su linea germinal, en un locus enddégeno de cadena ligera de raton,
una secuencia de region variable de cadena ligera A humana, en el que la secuencia de la region variable lambda
humana se expresa en una cadena ligera que comprende una secuencia genética de regidn constante de
inmunoglobulina de raton.

El locus enddgeno de cadena ligera de raton es un locus k.

En un aspecto, el ratén carece de una secuencia variable de cadena ligera endégena en el locus enddgeno de
cadena ligera de ratén.

En un aspecto, todos o substancialmente todos los segmentos genéticos endégenos de region variable de cadena
ligera de raton se reemplazan con uno o mas segmentos genéticos de regién variable A humana.

En un aspecto, la secuencia de region variable de cadena ligera A humana comprende una secuencia JA humana.
En un aspecto, la secuencia JA humana se selecciona entre el grupo que consiste en JA1, JA2, JA3, JA7, y una
combinacion de los mismos.

En un aspecto, la secuencia de region variable de cadena ligera A humana comprende un fragmento del grupo A del
locus de cadena ligera humana. En un aspecto especifico, el fragmento del grupo A del locus de cadena ligera A
humana se extiende de hVA3-27 a hVA3-1.

En un aspecto, la secuencia de regién variable de cadena ligera A humana comprende un fragmento del grupo B del
locus de cadena ligera humana. En un aspecto especifico, el fragmento del grupo B del locus de cadena ligera A
humana se extiende de hVA5-52 a hVA1-40.

En un aspecto, la secuencia de region variable de cadena ligera A humana comprende un fragmento del genoma del
grupo A y un fragmento del genoma del grupo B. En un aspecto, la secuencia de regioén variable de cadena ligera A
humana comprende al menos un segmento genético del grupo A y al menos un segmento genético del grupo B.

En un aspecto, mas de un 10 % del repertorio no tratado previamente de la cadena ligera del ratén se deriva de al
menos dos segmentos genéticos hVA seleccionados entre 2-8, 2-23, 1-40, 5-45, y 9-49. En un aspecto, mas de un
20 % del repertorio no tratado previamente de la cadena ligera del ratdon se deriva de al menos tres segmentos
genéticos hVA seleccionados entre 2-8, 2-23, 1-40, 5-45, y 9-49. En un aspecto, mas de un 30 % del repertorio no
tratado previamente de la cadena ligera del raton se deriva de al menos cuatro segmentos genéticos hVA
seleccionados entre 2-8, 2-23, 1-40, 5-45, y 9-49.

También se desvela un raton que expresa una cadena ligera de inmunoglobulina que comprende una secuencia VA-
JA humana reordenada y una secuencia Ck de ratén, en las que el raton presenta una proporcion de uso de k con
respecto a uso de A de aproximadamente 1:1.

En un aspecto, la cadena ligera de inmunoglobulina se expresa a partir de un locus endégeno de cadena ligera de
raton.

También se desvela un ratén que comprende una secuencia de regioén variable (VA) de cadena ligera A y al menos
una secuencia J (J), contigua con una secuencia de region constante de cadena ligera k de raton.

En un aspecto, el raton carece de un segmento genético funcional Vk de ratén y/o Jk de raton.

En un aspecto, el de VA es una VA humana (hVA), y la J es una JA humana (hJA) En un aspecto, la hVA y la hJA son
segmentos genéticos sin reordenar.

En un aspecto, el raton comprende una pluralidad de segmentos genéticos hVA sin reordenar y al menos un hJA
segmento genético. En un aspecto especifico, la pluralidad de segmentos genéticos hVA sin reordenar son al menos
12 segmentos genéticos, al menos 28 segmentos genéticos, o al menos 40 segmentos genéticos.

En un aspecto, el al menos un segmento genético de hJA se selecciona entre el grupo que consiste en JA1, JA2. JA3,
JA7, y una combinacion de los mismos.

En un aspecto, un locus enddégeno de cadena ligera A de raton se elimina total o parcialmente.

En un aspecto, la secuencia de regiéon constante de cadena ligera k de ratén esta en un locus endégeno de cadena
ligera k de ratén.

En un aspecto, de aproximadamente un 10 % a aproximadamente un 45 % de los linfocitos B del ratéon expresan un
anticuerpo que comprende una cadena ligera que comprende un dominio variable (VA) de cadena ligera A y un
dominio constante (Ck) de cadena ligera k.
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En un aspecto, el dominio variable A humano se deriva de una secuencia hVA/hJA reordenada seleccionaran entre el
grupo que consiste en 3-1/1, 3-1/7, 4-3/1, 4-3/7, 2-8/1, 3-9/1, 3-10/1, 3-1013, 3-10/7, 2-14/1, 3-19/1, 2-23/1, 3-25/1,
1-40/1, 1-40/2, 1-40/3, 1-40/7, 7-43/1, 7-43/3, 1-44/1, 1-44/7, 5-45/1, 5-45/2, 5-45/7, 7-46/1, 7-46/2, 7-46/7, 9-49/1, 9-
49/2, 9-49/7 y 1-51/1.

En un aspecto, el ratbn comprende adicionalmente una regién intergénica Vk-Jk humana de un locus de cadena
ligera kK humana, en el que la region intergénica Vk-Jk humana es contigua con la secuencia VA y con la secuencia J.
En una realizacion especifica, la regién intergénica Vk-Jk humana se coloca entre la secuencia VA y la secuencia J.

También se desvela un ratdon que expresa un anticuerpo que comprende una cadena ligera que comprende una
secuencia variable A y una secuencia constante K.

En un aspecto, el ratdon presenta una proporcién de uso de k con respecto a uso de A de aproximadamente 1:1.

En un aspecto, una poblaciéon de linfocitos B inmaduros obtenidos de la médula 6sea del ratdon presenta una
proporcion de uso de k con respecto a uso de A de aproximadamente 1:1.

También se desvela un raton modificado genéticamente, en el que el raton comprende un segmento genético VA y
uno JA de inmunoglobulina sin reordenar unidos de forma operativa a un locus de cadena ligera de ratén que
comprende un gen C. de ratén.

Los segmentos genéticos VA y JA son segmentos genéticos humanos.
En un aspecto, el locus endégeno de cadena ligera de ratdon es un locus de cadena ligera k.
Los segmentos genéticos VA y JA sin reordenar estan en un locus endégeno de cadena ligera kappa de raton.

En un aspecto, el ratén comprende adicionalmente una sustitucion de uno o mas segmentos genéticos V, D, y/o J de
cadena pesada con uno o mas segmentos genéticos V, D, y/o J humanos en un locus endégeno de inmunoglobulina
de cadena pesada de raton.

El ratén comprende un segmento genético VA y uno JA de inmunoglobulina humana sin reordenar en un locus
endogeno de cadena ligera k de raton que comprende un gen Ck de ratén.

El locus genético variable de cadena ligera (el "locus VK") comprende al menos un segmento genético VA humano
(hVA) y al menos un segmento genético JA humano (hJA). En otro aspecto, el locus Vk comprende hasta cuatro
segmentos genéticos hJA. En una realizacién, el locus Vi comprende una secuencia contigua que comprende una
secuencia gendmica A humana, como se menciona en las reivindicaciones.

En un aspecto, el locus kK comprende hasta cuatro segmentos genéticos hJA. En un aspecto, el locus k comprende al
menos un hVA y al menos un hJA y carece o substancialmente carece de un segmento genético de region Vk
funcional y carece o substancialmente carece de un segmento genético de region Jk funcional. En un aspecto, el
ratén no comprende segmento genético de regidon Vk funcional. En un aspecto, el ratdn no comprende segmento
genético de region Jk funcional.

En un aspecto, el locus Vk comprende una pluralidad de hVA. En un aspecto, la pluralidad de hVA se selecciona para
que dé como resultado la expresion de un repertorio de regién variable de cadena ligera A que refleja
aproximadamente un 10 %, aproximadamente un 20 %, aproximadamente un 30 %, aproximadamente un 40 %,
aproximadamente un 50 %, aproximadamente un 60 %, aproximadamente un 70 %, aproximadamente un 80 %, o
aproximadamente un 90 % o mas del uso de VA observado en un ser humano. En un aspecto, el locus Vk
comprende segmentos genéticos hVA 1-40, 1-44, 2-8, 2-14, 3-21, y una combinacion de los mismos.

En un aspecto, los hVA incluyen 3-1, 4-3, 2-8, 3-9, 3-10, 2-11, y 3-12. En un aspecto especifico, el locus Vk
comprende una secuencia contigua del locus de cadena ligera A humana que se extiende de VA3-12 a VA3-1. En un
aspecto, el locus V. comprende al menos 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 o 12 hAk. En un aspecto especifico, los hVA
incluyen 3-1, 4-3, 2-8, 3-9, 3-10, 2-11, y 3-12. En un aspecto especifico, el locus Vk comprende una secuencia
contigua del locus A humano que se extiende de VA3-12 a VA3-1. En un aspecto especifico, el locus enddgeno de la
cadena ligera A se elimina parcial o completamente.

En un aspecto, el locus Vk comprende de 13 a 28 o mas hVA. En un aspecto especifico, los hVA incluyen 2-14, 3-16,
2-18, 3-19, 3-21, 3-22, 2-23, 3-25, y 3-27. En un aspecto especifico, el locus k comprende una secuencia contigua
del locus A humano que se extiende de VA3-27 a VA3-1. El locus Vk esta en el locus k endégeno. En un aspecto
especifico, el locus enddgeno de la cadena ligera A se elimina parcial o completamente.

En un aspecto, el locus Vk comprende de 29 a 40 hVA. En un aspecto especifico, el locus k comprende una
secuencia contigua del locus A humano que se extiende de VA3-29 a VA3-1, y una secuencia contigua del locus A
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humano que se extiende de VA5-52 a VA1-40. En un aspecto especifico, todas o substancialmente todas las
secuencias entre hVA1-40 y hVA3-29 en el ratdbn modificado genéticamente consisten substancialmente en una
secuencia A humana de aproximadamente 959 pb encontrada en la naturaleza (por ejemplo, en la poblacién
humana) aguas abajo del segmento genético hVA1-40 (corriente debajo de la parte sin traducir en la posicion 3’), un
sitio enzimatico de restriccion (por ejemplo PI-Scel), seguido por una secuencia A humana de aproximadamente
3.431 pb aguas arriba del segmento genético hVA3-29 encontrado en la naturaleza. En un aspecto especifico, el
locus enddgeno de la cadena ligera A de raton se elimina parcial o completamente.

El locus Vk comprende al menos un hJA. En un aspecto, el locus Vk comprende una pluralidad de hJA. En un
aspecto, el locus Vk comprende al menos 2, 3, 4, 5, 6, o 7 hJA. En un aspecto especifico, el locus Vk comprende
cuatro hJA. En un aspecto especifico, los cuatro hJA son hJA1, hJA2, hJA3, y hJA7. En un aspecto especifico, el locus
enddgeno de la cadena ligera A se elimina parcial o completamente. En un aspecto, el locus Vk comprende un hJA.
En un aspecto especifico, el un hJA es hJA1. En un aspecto especifico, el locus enddgeno de la cadena ligera A se
elimina parcial o completamente.

El locus Vk comprende al menos un hVA, al menos un hJA, y un gen Ck de raton.

En un aspecto, el ratén comprende una sustitucion en el locus enddégeno k de raton de segmentos genéticos
enddégenos Vk de ratdon con uno o mas segmentos genéticos hVA, en el que los segmentos genéticos hVA estan
unidos de forma operativa a un gen endégeno de la region Ck de raton, de modo que el ratéon reordenar los
segmentos genéticos VA humanos y expresa una cadena ligera de inmunoglobulina quimérica inversa que
comprende un dominio VA humano y un Ck de raton. En un aspecto, un 90-100 % de los segmentos genéticos Vk de
raton sin reordenar fluyen con al menos un segmento genético hVA reordenado. En un aspecto especifico, todos o
substancialmente todos los segmentos genéticos endégenos Vk de ratén se sustituyen con al menos un segmento
genético hVA reordenado. En un aspecto, la sustitucion se realiza con al menos 12, al menos 28, o al menos 40
segmentos genéticos hVA sin reordenar. En un aspecto, la sustitucion se realiza con al menos 7 segmentos
genéticos hVA sin reordenar funcionales, al menos 16 segmentos genéticos hVA sin reordenar funcionales, o al
menos 27 segmentos genéticos hVA sin reordenar funcionales. En un aspecto, el ratén comprende una sustitucion
de todos los segmentos genéticos Jk de ratdon con al menos un segmento genético de hJA sin reordenar. En un
aspecto, el al menos un segmento genético de hJA sin reordenar se selecciona entre JA1, JA2, JA3, JA, JAS, JAG,
JA7, y una combinacién de los mismos. En un aspecto especifico, el uno o mas segmentos genéticos hVA se
selecciona entre un segmento genético hVA 3-1, 4-3, 2-8, 3-9, 3-10, 2-11, 3-12, 2-14, 3-16, 2-18, 3-19, 3-21, 3-22, 2-
23, 3-25, 3-27, 1-40, 7-43, 1-44, 5-45, 7-46, 1-47, 5-48, 9-49, 1-50, 1-51, un segmento genético hVA 5-52, y una
combinacién de los mismos. En un aspecto especifico, el al menos un segmento genético de hJA sin reordenar se
selecciona entre JA1, JA2, JA3, JA7, y una combinacion de los mismos.

También se desvela un ratén modificado genéticamente que comprende una secuencia de region intergénica Vk-Jk
humana situada en un locus endégeno de cadena ligera k de ratén.

En un aspecto, la secuencia de region intergénica Vk-Jk humana esta en un locus endégeno de cadena ligera k de
un ratén que comprende un segmento genético hVA y hJA, y la secuencia de region intergénica Vk-Jk humana se
coloca entre los segmentos genéticos hVA y hJA. En un aspecto especifico, los segmentos genéticos hVA y hJA son
capaces de combinarse para formar un dominio variable de cadena ligera A humana funcional en el raton.

También se desvela un raton que comprende una pluralidad de hVA uno o mas hJA, y la secuencia de region
intergénica Vk-Jk humana se coloca, con respecto a la transcripcién, aguas abajo de la secuencia hVA proximal o en
la posicion 3’ y cadena bajo o en la posicién 5’ de la primera secuencia hJA.

En un aspecto, la regién intergénica Vk-Jk humana es una region situada a aproximadamente 130 pb aguas abajo o
en la posicion 3’ de un segmento genético Vk4-1 humano, aproximadamente 130 pb aguas abajo de la regién sin
traducir en la posicion 3’ del segmento genético Vk4-1 humano, y se extiende aproximadamente 600 pb aguas arriba
0 en la posicion 5’ de un segmento genético Jk1 humano. En un aspecto especifico, la regidn intergénica Vk-Jk
humana tiene un tamafio de aproximadamente 22,8 kb. En un aspecto, la regién intergénica Vk-Jk es idéntica en
aproximadamente un 90 % o mas, un 91 % o mas, un 92% o mas, un 93% o mas, un 94 % o mas, o
aproximadamente un 95 % o mas a una region intergénica Vk-Jk humana que se extiende desde el extremo de la
region sin traducir en la posicion 3’ de un segmento genético Vk4-1 humano a aproximadamente 600 pb aguas arriba
de un segmento genético Jk1 humano. En un aspecto, la region intergénica Vk-Jk comprende la SEQ ID NO: 100.
En un aspecto especifico, la region intergénica Vk-Jk comprende un fragmento funcional de la SEQ ID NO: 100. En
un aspecto especifico, la regidn intergénica Vk-Jk es la SEQ ID NO: 100.

También se desvela una célula de ratén (por ejemplo, una célula madre embrionaria de ratén), un embrién de ratén,
y un tejido de ratéon que comprenden la secuencia de region intergénica Vk-Jk humana mencionada, en la que la
secuencia de la regioén intergénica es ectopica. En un aspecto especifico, la secuencia ectopica se coloca en un
locus enddgeno de inmunoglobulina de ratéon inmunizado.

También se desvela una construccion de acido nucleico aislado que comprende la secuencia de region intergénica
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Vk-Jk humana mencionada. En un aspecto, la construccion de acido nucleico comprende ramas de direccion para
dirigir la secuencia de region intergénica Vk-Jk humana a un locus de cadena ligera de ratén. En un aspecto
especifico, el locus de cadena ligera de ratén es un locus k. En un aspecto especifico, las ramas de direccion dirigen
la region intergénica Vk-Jk humana a un locus endégeno k de ratén modificado, en el que la direccion se produce en
una posicién entre una secuencia hVA y una secuencia hJA.

También se desvela un ratén modificado genéticamente, en el que el ratdn comprende no mas de dos alelos de
cadena ligera, en el que los alelos de cadena ligera comprenden (a) un segmento genético VA y un segmento
genético JA humanos de inmunoglobulina sin reordenar en un locus endégeno de cadena ligera de ratén que
comprende un gen C. de ratdn; y, (b) un segmento genético V. y un segmento genético J. de inmunoglobulina sin
reordenar en un locus endégeno de cadena ligera de ratén que comprende un gen C. de ratén.

En un aspecto, el locus endégeno de cadena ligera de ratén es un locus K. En otro aspecto, el locus endégeno de
cadena ligera de ratdn es un locus A.

En un aspecto, los no méas de dos alelos de cadena ligera se seleccionan entre un alelo k y un alelo A, dos alelos k, y
dos alelos A. En un aspecto especifico, uno de los dos alelos de cadena ligera es un alelo A que comprende un gen
CA2.

En un aspecto, el ratén comprende un locus de cadena ligera de inmunoglobulina funcional y un locus de cadena
ligera no funcional, en el que el locus de cadena ligera funcional comprende un segmento genético VA y un
segmento genético JA humanos de inmunoglobulina sin reordenar en un locus endégeno de cadena ligera k de ratén
que comprende un gen Ck de ratén.

En un aspecto, el ratdbn comprende un locus de cadena ligera de inmunoglobulina funcional y de un locus de cadena
ligera no funcional, en el que el locus de cadena ligera funcional comprende un segmento genético VA y un
segmento genético JA humanos de inmunoglobulina sin reordenar en un locus enddgeno de la cadena ligera A de
ratén que comprende un gen CA de raton. En un aspecto, el gen CA es CA2. En un aspecto especifico, el gen CA de
ratén es idéntico en al menos 60 %, al menos 70 %, al menos 80 %, al menos 90 %, al menos 95 %, o al menos
98 % al CA2 de ratén.

En un aspecto, el ratén comprende adicionalmente al menos un alelo de cadena pesada de inmunoglobulina. En un
aspecto, el al menos un alelo de cadena pesada de inmunoglobulina comprende un segmento genético V4 humano,
un segmento genético Dy humano, un segmento genético Ju humano en un locus endégeno de cadena pesada de
ratén que comprende un gen humano de cadena pesada que expresa una cadena pesada de ser humano/ratéon. En
un aspecto especifico, el ratén comprende dos alelos de cadena pesada de inmunoglobulina, y el ratéon expresa una
cadena pesada de ser humano/ratén.

En un aspecto, el raton comprende un primer alelo de cadena ligera que comprende un hVk sin reordenar y un hJk
sin reordenar, en un locus enddgeno k de ratén que comprende un gen Ck enddgeno; y un segundo alelo de cadena
ligera que comprende un hVA sin reordenar y un hJA sin reordenar, en un locus endégeno k de ratén que comprende
un gen Ck enddgeno. En un aspecto especifico, el primer y el segundo alelos de cadena ligera son los Unicos alelos
de cadena ligera funcionales del ratén modificado genéticamente. En un aspecto especifico, el ratdn comprende un
locus A no funcional. En un aspecto, el ratdn modificado genéticamente no expresa una cadena ligera que
comprende a una region constante A.

En un aspecto, el raton comprende un primer alelo de cadena ligera que comprende un hVk sin reordenar y un hJk
sin reordenar, en un locus enddgeno k de ratén que comprende un gen Ck enddgeno; y un segundo alelo de cadena
ligera que comprende un hVA sin reordenar y un hJA sin reordenar, en un locus endégeno A de ratén que comprende
un gen CA enddgeno. En un aspecto especifico, el primer y el segundo alelos de cadena ligera son los Unicos alelos
de cadena ligera funcionales del raton modificado genéticamente. En un aspecto, el gen CA enddgeno es CA2. En un
aspecto especifico, el gen CA de ratdn es idéntico en al menos un 60 %, al menos un 70 %, al menos un 80 %, al
menos un 90 %, al menos un 95 %, o al menos un 98 % al Cv2 de ratoén.

En un aspecto, el raton comprende seis alelos de inmunoglobulina, en el que el primer alelo comprende un
segmento genético VA y un segmento genético JA de inmunoglobulina sin reordenar en un locus endégeno de
cadena ligera k de ratén que comprende un gen Ck de ratén, el segundo comprende un segmento genético VK y un
segmento genético Jk de inmunoglobulina sin reordenar en un locus endégeno de cadena ligera k de raton que
comprende un gen Ck de raton, el tercero comprende un segmento genético VA y un segmento genético JA de
inmunoglobulina sin reordenar en un locus enddégeno de la cadena ligera A de ratén que comprende un gen CA de
ratén, el cuarto y el quinto, cada uno independientemente, comprenden un segmento genético Vy y Dy y Ju sin
reordenar en un locus enddgeno de cadena pesada de raton que comprende un gen de cadena pesada de ratén, y
el sexto comprende cualquiera de (a) un segmento genético VA y un segmento genético JA de inmunoglobulina sin
reordenar en un locus endégeno de la cadena ligera A de ratén que comprende un gen CA de ratén, (b) un A que no
es funcional, o (c) una supresion en todo o parte del locus A.
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En un aspecto, el primer alelo comprende un hVA y un hJA sin reordenar. En un aspecto, el segundo alelo
comprende un hVk y hJk sin reordenar. En un aspecto, el tercer alelo comprende un hVA y un hJA sin reordenar. En
un aspecto, el cuarto y el quinto, cada uno independientemente, comprende un hVy y hDy y hdy sin reordenar. En un
aspecto, el sexto alelo comprende un locus enddgeno A de ratdn que se elimina total o parcialmente.

En un aspecto, el raton comprende seis alelos de inmunoglobulina, en el que el primer alelo comprende un
segmento genético VA y JA de inmunoglobulina sin reordenar en un locus endégeno de la cadena ligera A de ratén
que comprende un gen CA de ratén, el segundo comprende un segmento genético VA y un segmento genético JA de
inmunoglobulina sin reordenar en un locus endégeno de la cadena ligera A de ratén que comprende un gen CA de
ratén, el tercero comprende un segmento genético Vx y Jk de inmunoglobulina sin reordenar en un locus endégeno
de cadena ligera k de ratéon que comprende un gen Ck de ratén, el cuarto y el quinto, cada uno independientemente,
comprenden un segmento genético Vi y On y Ju sin reordenar en un locus endégeno de cadena pesada de ratén
que comprende un gen de cadena pesada de raton, y el sexto comprende cualquiera de (a) un segmento genético
VK y un segmento genético Jk de inmunoglobulina sin reordenar en un locus enddgeno de cadena ligera k de raton
que comprende un gen Ck de ratén, (b) locus Kk que no es funcional, o (c) una supresion de uno o mas de los
elementos del locus k.

En un aspecto, el primer alelo comprende un segmento genético hVA y hJA sin reordenar. En un aspecto, el segundo
alelo comprende un segmento genético hVA y hJA sin reordenar. En un aspecto, el tercer alelo comprende un
segmento genético hVk y hJk sin reordenar. En un aspecto, el cuarto y el quinto, cada uno independientemente,
comprenden un segmento genético hVy y hDy y hdy sin reordenar. En un aspecto, el sexto alelo comprende un locus
endogeno k de ratén que se silencia de forma funcional.

En un aspecto, el ratén modificado genéticamente comprende un linfocito B que comprende un gen de anticuerpo
reordenado que comprende un dominio hVA reordenado unido de forma operativa a un dominio Ck de raton.

También se desvela un ratén modificado genéticamente que expresa un anticuerpo que comprende una cadena
ligera que comprende una secuencia VA-JA humana reordenada y una secuencia Ck de ratén.

En un aspecto, aproximadamente un 10-50 % de los esplenocitos del ratén son linfocitos B (es decir, positivos para
CD19), o de los que aproximadamente un 9-28 % expresa una cadena ligera de inmunoglobulina que comprende un
dominio hVA fusionado a un dominio Ck de raton.

En un aspecto especifico, aproximadamente un 23-34 % de los esplenocitos del ratén son linfocitos B (es decir,
positivos para CD19), o de los que aproximadamente un 9-11 % expresa una cadena ligera de inmunoglobulina que
comprende un dominio hVA fusionado a un dominio Ck de ratén.

En un aspecto especifico, aproximadamente un 19-31 % de los esplenocitos del ratén son linfocitos B (es decir,
positivos para CD19), o de los que aproximadamente un 9-17 % expresa una cadena ligera de inmunoglobulina que
comprende un dominio hVA fusionado a un dominio Ck de raton.

En un aspecto especifico, aproximadamente un 21-38 % de los esplenocitos del ratén son linfocitos B (es decir,
positivos para CD19), o de los que aproximadamente un 24-27 % expresa una cadena ligera de inmunoglobulina que
comprende un dominio hVA fusionado a un dominio Ck de ratén.

En un aspecto especifico, aproximadamente un 10-14 % de los esplenocitos del ratén son linfocitos B (es decir,
positivos para CD19), o de los que aproximadamente un 9-13 % expresa una cadena ligera de inmunoglobulina que
comprende un dominio hVA fusionado a un dominio Ck de raton.

En un aspecto especifico, aproximadamente un 31-48 % de los esplenocitos del ratén son linfocitos B (es decir,
positivos para CD19), o de los que aproximadamente un 15-21 % expresa una cadena ligera de inmunoglobulina que
comprende un dominio hVA fusionado a un dominio Ck de ratéon. En un aspecto especifico, aproximadamente un 30-
38 % de los esplenocitos del ratén son linfocitos B (es decir, positivos para CD19), de los que aproximadamente un
33-48 % expresa una cadena ligera de inmunoglobulina que comprende un dominio hVA fusionado a un dominio Ck
de raton.

En un aspecto, aproximadamente un 52-70 % de la médula 6sea del raton son linfocitos B (es decir, positivos para
CD19), o de los que aproximadamente un 31-47 % de los linfocitos B inmaduros (es decir, positivos para
CD19/positivos intermedios para B220/positivos para IgM) expresa una cadena ligera de inmunoglobulina que
comprende un dominio hVA fusionado a un dominio Ck de ratén.

En un aspecto, aproximadamente un 60 % de la médula 6sea del ratén son linfocitos B (es decir, positivos para
CD19), o de los que aproximadamente un 38,3 % de los linfocitos B inmaduros (es decir, positivos para
CD19/positivos intermedios para B220/positivos para IgM) expresa una cadena ligera de inmunoglobulina que
comprende un dominio hVA fusionado a un dominio Ck de ratén.
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También se desvela un ratdon que expresa un anticuerpo que comprende una cadena ligera que comprende una
secuencia VA-JA humana reordenada y una secuencia Ck de raton. El gen de la region constante de ratéon es un gen
Ck. En un aspecto especifico, el anticuerpo comprende adicionalmente una cadena pesada que comprende un
dominio variable derivado de un segmento genético V humano, uno D humano y uno J humano, y un dominio
constante de cadena pesada derivado de un gen de regién constante de cadena pesada de raton. En un aspecto, el
gen de region constante de cadena pesada de ratén comprende una secuencia bisagra-CH2-CHs; de un dominio
constante de cadena pesada. En otro aspecto, el gen de regiéon constante de cadena pesada de ratén comprende
una secuencia CH1-bisagra-CH,-CH3 de un dominio constante de cadena pesada. En otro aspecto, el gen de region
constante de cadena pesada de raton comprende una secuencia CH{-CH,-CH3-CH4 de un dominio constante de
cadena pesada. En otro aspecto, el gen de region constante de cadena pesada de ratén comprende una secuencia
CH,-CH3-CH4 de un dominio constante de cadena pesada.

El raton expresa un anticuerpo que comprende una cadena ligera que comprende una secuencia VA-JA humana
reordenada y una secuencia Ck de raton. En un aspecto, la secuencia VA-JA humana reorganizada se deriva de una
reordenaciéon de segmentos genéticos hVA seleccionados entre un segmento genético 3-1, 4-3, 2-8; 3-9, 3-10, 2-14,
3-19, 2-23, 3-25, 1-40, 7-43, 1-44, 5-45, 7-46, 1-47, 9-49, segmento genético 1-51. En un aspecto, la secuencia VA-
JA humana reorganizada se deriva de una reordenacion de segmentos genéticos hJA seleccionados entre un
segmento genético JA1, JA2, JA3, y JAT.

En un aspecto, el ratéon expresa un anticuerpo que comprende una cadena ligera que comprende una region variable
de cadena ligera A de inmunoglobulinas reordenada que comprende una secuencia VAM/JA humana seleccionada
entre 3-1/1, 3-1/7, 4-3/1, 4-3/7, 2-8/1, 3-9/1, 3-10/1, 3-10/3, 3-10/7, 2-14/1, 3-19/1, 2-23/1, 3-25/1, 1-40/1, 1-40/2, 1-
40/3, 1-40/7, 7-43/1, 7-43/3, 1-44/1, 1-44/7, 5-45/1, 5-45/2, 5-45/7, 7-46/1, 7-46/2, 7-46/7, 9-49/1, 9-49/2, 9-49/7 y 1-
51/1. En un aspecto especifico, el linfocito B expresa un anticuerpo que comprende un dominio variable de cadena
pesada de inmunoglobulina humana fusionado con un dominio constante de cadena pesada de ratdn, y un dominio
variable de cadena ligera A de inmunoglobulina humana fusionado con un dominio constante de cadena ligera k de
raton.

También se desvela un ratén que expresa un anticuerpo que comprende (a) una cadena pesada que comprende un
dominio variable de cadena pesada derivado de un segmento genético de region variable de cadena pesada
humana sin reordenar, en el que el dominio variable de cadena pesada fusiona con una regién constante de cadena
pesada (Cu) de ratédn; y, (b) una cadena ligera que comprende un dominio variable de cadena ligera derivado de un
hVA y un hJA sin reordenar, en el que el dominio variable de cadena ligera se fusiona con una region Ck de raton.

En un aspecto, el ratén comprende (i) un locus de cadena pesada que comprende una sustitucion de todos o
substancialmente todos los segmentos genéticos enddégenos V, D y J de ratén funcionales con todos o
substancialmente todos los V, D, y J humanos funcionales, un gen Cy de raton, (ii) un primer locus de cadena ligera
K que comprende la sustitucion de todos o substancialmente todos los segmentos genéticos VK y Jk de raton
endogenos funcionales con todos, substancialmente todos, o una pluralidad de, segmentos genéticos hVA y hJA
funcionales, y un gen Ck de ratén, (iii) un segundo locus de cadena ligera kK que comprende la sustitucién de todos o
substancialmente todos los segmentos genéticos Vk y Jk de ratdn enddégenos funcionales con todos,
substancialmente todos, o una pluralidad de, segmentos genéticos hVk y hJk funcionales, y un gen Ck de ratén. En
un aspecto, el ratén no expresa un anticuerpo que comprende una regién CA. En un aspecto, el raton comprende
una supresion de un gen CA y/o un segmento genético VA y/o un segmento genético JA. En un aspecto, el ratén
comprende un locus de la cadena ligera A no funcional. En un aspecto especifico, el locus de cadena ligera A se
elimina total o parcialmente.

En un aspecto, el ratén comprende (i) un locus de cadena pesada que comprende una sustitucion de todos o
substancialmente todos los segmentos genéticos V, D y J de ratébn enddgenos funcionales con todos o
substancialmente todos los segmentos genéticos V, D, y J humanos funcionales, un gen Cy de ratén, (ii) un primer
locus de cadena ligera A que comprende una sustitucion de todos o substancialmente todos los segmentos genéticos
VA y JA de ratdon endoégenos funcionales con todos, substancialmente todos, o una pluralidad de, segmentos
genéticos hVA y hJA funcionales, y un gen CA de raton, (iii) un segundo locus A de cadena ligera que comprende una
sustitucion de todos o substancialmente todos los segmentos genéticos VA y JA de ratén enddgenos funcionales con
todos, substancialmente todos, o una pluralidad de, segmentos genéticos hVA y hJA funcionales, y un gen CA de
ratdon. En un aspecto especifico, el gen CA de raton es CA2. En un aspecto especifico, el gen CA de raton se deriva
de un gen CA que es idéntico en al menos 60 %, al menos un 70 %, al menos 80 %, al menos un 90 %, al menos un
95 %, o al menos un 98 % al CA2 de ratén.

También se desvela un raton modificado genéticamente que expresa un anticuerpo, en el que mas de un 10 %, mas
de un 15 %, mas de un 20 %, mas de un 25 %, mas de un 30 %, mas de un 35 %, mas de un 40 %, mas de un
60 %, mas de un 70 %, mas de un 80 %, o mas de un 90 % del anticuerpo de IgG total producido por el ratén
comprende un dominio variable derivado de A, y en el que el ratdn expresan anticuerpos que comprenden un
dominio variable derivado de k fusionado con una region Ck de raton. En aspectos especificos, aproximadamente un
15-40 %, un 20-40 %, un 25-40 %, un 30-40 %, o un 35-40 % del anticuerpo total producido por el raton comprende
un dominio variable derivado de A.
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En un aspecto, el dominio variable derivado de A se deriva de un hVA y un hJA. En un aspecto, el dominio variable
derivado de A se encuentra en una cadena ligera que comprende una regidén Ck de ratdn. En un aspecto especifico,
la region variable derivada de A se encuentra en una cadena ligera que comprende una regidon CA de ratén. En otro
aspecto especifico, la regidon CA es una regién CA2. En un aspecto, el dominio habia derivado de k se deriva de un
hVkK y un hJk, y en un aspecto especifico se encuentra en una cadena ligera que comprende una region Ck de raton.

También se desvela una construccion de ADN aislado que comprende una rama de homologia aguas arriba y una
rama de homologia cadena, en la que las ramas de homologia aguas arriba y aguas abajo dirigen la construccion ha
un locus k de raton, y la construccion comprende un segmento hVA sin reordenar funcional y un segmento hJA sin
reordenar funcional, y una secuencia de seleccion o de marcador.

También se desvela una construccion de ADN aislado, que comprende, de la posicion 5 a la posicién 3’ con
respecto a la direccidn de la transcripcién, una rama de direccion para dirigir una secuencia A de ratéon aguas arriba
del VA2 de raton, un casete de selecciéon flanqueado en las posiciones 5 y 3’ con sitios de reconocimiento de
recombinasa, y una rama de direccion para dirigirse a la secuencia 3’ de A de JA2 de ratdn. En un aspecto, el casete
de seleccion es un casete de Hyg-TK de Frt. En un aspecto, la rama de direccion en la posicion 3’ comprende CA2,
JA, CM de ratdn, y el amplificador 2.4 de raton.

También se desvela una construccion de ADN aislado, que comprende, de la posicion 5 a la posicién 3’ con
respecto a la direccién de la transcripcion, una rama de direccion para dirigir el locus A de ratén en la posiciéon 5’ con
respecto a VA1, un casete de seleccion flanqueado en las posiciones 5 y 3’ con sitios de reconocimiento de
recombinasa, y una rama de direccion en la posicion 3’ para dirigir una secuencia A de raton en la posicion 3’ con
respecto a CA1 de raton. En un aspecto, el casete de seleccidon es un casete de neomicina flanqueado con lox. En
un aspecto, la rama de direccion en la posicion 3' comprende el amplificado en la posicion 3’ de A de raton vy el
amplificador 3.1 en la posicién 3’ de A de ratén.

También se desvela una construccion de ADN aislado, que comprende, de la posiciéon 5 a la posicién 3’ con
respecto a la direccién de la transcripcion, una rama de direccion para dirigir el locus A de ratén en la posiciéon 5’ con
respecto a VA2, un casete de seleccion flanqueado en las posiciones 5’ y 3’ con sitios de reconocimiento de
recombinasa, y una rama de direccion en la posicion 3’ para dirigir una secuencia A de raton en la posicion 3’ con
respecto a JA2 de ratén y en la posicion 5’ con respecto a CA2 de ratdn. En un aspecto, el casete de seleccién es un
casete de seleccion de higromicina-TK de Frt. En un aspecto, la rama de direccion en la posicion 3° comprende los
segmentos genéticos CA2-JA4-CA4 de ratdn y el amplificador 2.4 de A de ratén.

También se desvela una construccion de ADN aislado, que comprende, de la posicion 5 a la posicién 3’ con
respecto a la direccién de la transcripcion, una rama de direccion para dirigir el locus A de ratén en la posiciéon 5’ con
respecto a VA2, un casete de seleccion flanqueado en las posiciones 5’ y 3’ con sitios de reconocimiento de
recombinasa, un fragmento del genoma humano que comprende una regidn contigua del locus de la cadena ligera A
humana de hVA3-12 aguas abajo con respecto al extremo de hJA1, y una rama de direccién en la posicion 3’ para
dirigir una secuencia A de ratén en la posicion 3’ con respecto a JA2 de raton. En un aspecto, el casete de seleccion
es un casete de neomicina de Frt. En un aspecto, la rama de direccién en la posicion 3' comprende los segmentos
genéticos CA2-JA4-CA4 de raton y el amplificador 2.4 de A de raton.

También se desvela una construccion de ADN aislado, que comprende una region contigua del locus de la cadena
ligera A humana de hVVA3-12 aguas abajo con respecto al extremo de hJA1.

También se desvela una construcciéon de ADN aislado, que comprende, de la posicién 5 a la posicion 3’ con
respecto a la direccion de la transcripcion, una rama de direccion para dirigir el locus A de ratdn en la posicién 5’ con
respecto a VA2, un casete de seleccion flanqueado en las posiciones 5’ y 3’ con sitios de reconocimiento de
recombinasa y un fragmento del genoma humano que comprende una regidn contigua del locus de la cadena ligera
A humana de hVA3-27 aguas abajo con respecto al extremo de hVA2-8. En un aspecto, el casete de seleccion es un
casete de seleccion de higromicina de Frt. En un aspecto, el fragmento del genoma humano comprende una rama
de direccion en la posicion 3. En un aspecto especifico, la rama de direccién en la posicién 3° comprende
aproximadamente 53 kb del locus de la cadena ligera A humana de hVA3-12 aguas abajo con respecto al extremo de
hVA2-8.

También se desvela una construccién de ADN aislado, que comprende una region contigua del locus de la cadena
ligera A humana de hVVA3-27 aguas abajo con respecto al extremo de hVA3-12.

También se desvela una construccion de ADN aislado, que comprende, de la posiciéon 5’ a la posicién 3’ con
respecto a la direccién de la transcripcion, una rama de direccion para dirigir el locus A de ratén en la posiciéon 5’ con
respecto a VA2, un casete de seleccion flanqueado en las posiciones 5’ y 3’ con sitios de reconocimiento de
recombinasa, un primer fragmento del genoma humano que comprende una regién contigua del locus de la cadena
ligera A humana de hVA5-52 aguas abajo con respecto al extremo de hVA1-40, un sitio enzimatico de restriccién, y
un segundo fragmento del genoma humano que comprende una region contigua del locus de la cadena ligera A
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humana de hVA3-29 aguas abajo con respecto al extremo de hVA82K. En un aspecto, el casete de seleccion es un
casete de neomicina de Frt. En un aspecto, el sitio enzimatico de restriccion es un sitio para una endonucleasa
buscadora. En un aspecto especifico, la endonucleasa buscadora es PI-Scel. En un aspecto, el segundo fragmento
del genoma humano es una rama de direccién en la posicion 3'. En un aspecto especifico, la rama de direccién en la
posicién 3’ comprende aproximadamente 27 kb del locus de la cadena ligera A humana de hVA3-29 aguas abajo con
respecto al extremo de hVA82K.

También se desvela una construccién de ADN aislado, que comprende una region contigua del locus de la cadena
ligera A humana de hVVA5-52 aguas abajo con respecto al extremo de hVA1-40.

También se desvela una construccion de ADN aislado, que comprende, de la posicion 5 a la posicién 3’ con
respecto a la direccién de la transcripcion, una rama de direccion para dirigir el locus k de ratén en la posiciéon 5’ con
respecto a los segmentos genéticos enddgenos de VK, dos sitios de reconocimiento de recombinasa yuxtapuestos,
un casete de seleccion en la posicion 3’ con respecto a los sitios de reconocimiento de recombinasa yuxtapuestos, y
una rama de direccion en la posiciéon 3’ para dirigir una secuencia k de ratén en la posicién 5 con respecto a los
segmentos genéticos variables de la cadena ligera k. En un aspecto, los sitios de reconocimiento de recombinasa
yuxtapuestos estan en una orientacion opuesta entre si. En un aspecto especifico, los sitios de reconocimiento de
recombinasa son diferentes. En otro aspecto especifico, los sitios de reconocimiento de recombinasa son un sitio
loxP y un sitio lox511. En un aspecto, el casete de seleccion es un casete de neomicina.

También se desvela una construccion de ADN aislado, que comprende, de la posicion 5 a la posicién 3’ con
respecto a la direccién de la transcripcion, una rama de direccion para dirigir el locus k de ratén en la posiciéon 5’ con
respecto a los segmentos genéticos Jk de ratdn, un casete de seleccioén, un sitio de reconocimiento de recombinasa
en la posicién 3’ con respecto al casete de seleccion, y una rama de direccion en la posicién 3’ para dirigir una
secuencia K de raton en la posicidon 3’ con respecto a los segmentos genéticos Jk de ratén y en la posicion 5’ con
respecto al amplificador intrénico k de raton. En un aspecto, el casete de seleccion es un casete de higromicina-TK.
En un aspecto, el sitio de reconocimiento de recombinasa esta en la misma direccién con respecto a la transcripcion,
el casete de seleccion. En un aspecto especifico, el sitio de reconocimiento de recombinasa es un sitio loxP.

También se desvela una construccion de ADN aislado, que comprende, de la posicion 5 a la posicién 3’ con
respecto a la direccién de la transcripcion, un primer fragmento de genoma de raton que comprende la secuencia en
la posicion 5 de los segmentos genéticos enddgenos Vk de ratén, un primer sitio de reconocimiento de
recombinasa, un segundo sitio de reconocimiento de recombinasa, y un segundo fragmento de genoma de raton que
comprende la secuencia en la posicion 3’ de los segmentos genéticos enddgenos Jk de ratéon y en la posicion 5’ del
amplificador intrénico k de raton.

También se desvela un ratén modificado genéticamente, en el que la modificacion genética comprende una
modificacién con una o mas de las construcciones de ADN que se han descrito anteriormente o en el presente
documento.

También se desvela el uso de una construccion de ADN aislado para preparar un ratdbn como se describe en el
presente documento. También se desvela el uso de una construccién de ADN aislado como se describe en el
presente documento en un método para preparar una proteina de union a antigeno.

También se desvela una célula madre no humana que comprende un vector de direccibn que comprende una
construccién de ADN como se ha descrito anteriormente en el presente documento. También se desvela una célula
madre no humana, en la que la célula madre en humana se deriva de un raton descrito en el presente documento.

En un aspecto, la célula madre no humana es una célula madre embrionaria (ES). En un aspecto especifico, la
célula ES es una célula ES de raton.

También se desvela el uso de una célula madre no humana como se describe en el presente documento para
preparar un ratén como se describe en el presente documento. También se desvela el uso de una célula madre no
humana como se describe en el presente documento para preparar una proteina de unién a antigeno.

También se desvela un embrion de ratén, en el que el embridn de raton comprende una modificacién genética como
se desvela en el presente documento. En un aspecto, se desvela un embrién de ratén hospedador que comprende
una célula ES dadora, en el que la célula ES dadora comprende una modificacién genética como se describe en el
presente documento. En un aspecto, el embridon de ratdn es un embrién en la etapa pre-moérula. En un aspecto
especifico, el embrién en la etapa pre-moérula es un embrién en una etapa de 4 células o un embridén en una etapa
de 8 células. En otro aspecto especifico, el embridn de ratdén es un blastocito.

También se desvela el uso de un embrién de raton como se describe en el presente documento para preparar un

raton como se describe en el presente documento. En un aspecto, se desvela el uso de un embrién de raton como
se describe en el presente documento para preparar una proteina de unién a antigeno.
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También se desvela una célula no humana, en el que la célula no humana comprende una secuencia genética de
cadena ligera de inmunoglobulina reordenada derivada de un ratén modificado genéticamente como se describe en
el presente documento. En un aspecto, las celulares un linfocito B. En un aspecto, la célula es un hibridoma. En un
aspecto, la célula codifica un dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina y/o un dominio variable de
cadena pesada de inmunoglobulina que esta mutado de forma somatica.

También se desvela una célula no humana, en el que la célula no humana comprende una secuencia genética de
cadena ligera de inmunoglobulina reordenada derivada de un raton modificado genéticamente como se describe en
el presente documento. En un aspecto, la célula es un linfocito B. En un aspecto, la célula es un hibridoma. En un
aspecto, la célula codifica un dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina y/o un dominio variable de
cadena pesada de inmunoglobulina que esta mutado de forma somatica.

También se desvela el uso de una célula no humana como se describe en el presente documento para preparar un
ratébn como se describe en el presente documento. En un aspecto, se desvela el uso de una célula no humana como
se describe en el presente documento para preparar una proteina de unién a antigeno.

También se desvela un linfocito B de ratén que expresa una cadena ligera de inmunoglobulina que comprende (a)
una region variable derivada de un segmento genético hVA y un segmento genético de hJA; y, (b) un gen C. de
ratéon. En un aspecto, el gen C_ de ratén se selecciona entre un gen Ck y un gen CA. En un aspecto especifico, el
gen CA es CA2. En un aspecto especifico, el gen CA de ratdn se deriva de un gen CA que es idéntico en al menos un
60 %, al menos un 70 %, al menos un 80 %, al menos un 90 %, al menos un 95 %, o al menos un 98 % al CA2 de
raton. En un aspecto, el linfocito B de raton expresa adicionalmente una cadena pesada afin que comprende (c) una
regién variable derivada de un segmento hVy, un segmento hDy, y (d) un segmento hJuy. En un aspecto, el linfocito B
no comprende un gen A reordenado. En otro aspecto, el linfocito B no comprende un gen k reordenado.

También se desvela un método para preparar un anticuerpo en un ratén modificado genéticamente, que comprende:
(a) exponer un ratén modificado genéticamente a un antigeno, en el que el ratén tiene un genoma que comprende al
menos un hVA y al menos un hJA en un locus endégeno de cadena ligera , en el que el locus endégeno de cadena
ligera comprende un gen C. de ratén; (b) permitir que el raton modificado genéticamente desarrolle una respuesta
inmune al antigeno; y, (c) aislar a partir del ratén de (b) un anticuerpo que reconoce de forma especifica el antigeno,
o aislar a partir del raton de (b) una célula que comprende un dominio de inmunoglobulina que reconoce de forma
especifica el antigeno, en el que el anticuerpo comprende una cadena ligera derivada de un hVA, un hJA y un gen C.
de raton. En un aspecto especifico, el gen C. de ratoén es un gen Ck de raton.

En un aspecto, un método para preparar un anticuerpo en un ratén modificado genéticamente, que comprende: (a)
exponer un ratéon modificado genéticamente a un antigeno, en el que el ratén tiene un genoma que comprende al
menos un hVA en un sitio endégeno k y al menos un hJA en el locus k, en el que el locus kK comprende un gen Ck de
raton; (b) permitir que el ratén modificado genéticamente desarrolle una respuesta inmune al antigeno; vy, (c) aislar a
partir del ratdon de (b) un anticuerpo que reconoce de forma especifica el antigeno, o aislar a partir del ratéon de (b)
una célula que comprende un dominio de inmunoglobulina que reconoce de forma especifica el antigeno, en el que
el anticuerpo comprende una cadena ligera derivada de un hVA, un hJA y un gen Ck de ratén.

En un aspecto, se desvela un método para preparar un anticuerpo en un ratéon modificado genéticamente, que
comprende: (a) exponer un raton modificado genéticamente a un antigeno, en el que el ratén tiene un genoma que
comprende al menos un hVA en un locus de la cadena ligera A y al menos un JA en el locus de la cadena ligera A, en
el que el locus de la cadena ligera A comprende un gen CA de ratéon; (b) permitir que el raton modificado
genéticamente desarrolle una respuesta inmune al antigeno; y, (c) aislar a partir del ratén de (b) un anticuerpo que
reconoce de forma especifica el antigeno, o aislar a partir del ratén de (b) una célula que comprende un dominio de
inmunoglobulina que reconoce de forma especifica el antigeno, o identificar en el ratén de B una secuencia de
acidos nucleicos que codifica un dominio variable de cadena pesada y/o ligera que se une al antigeno, en el que el
anticuerpo comprende una cadena ligera derivada de un hVA, un hJA y un gen CA de raton.

En un aspecto, el gen constante de cadena ligera A se selecciona entre un gen CA humano y un gen CA de ratén. En
un aspecto, el gen constante de cadena ligera A es un gen CA humano. En un aspecto especifico, el gen CA humano
se selecciona entre CA1, CA2, CA3 y CA7. En un aspecto, el gen constante de cadena ligera A es un gen CA de ratén.
En un aspecto especifico, el gen CA de ratén se selecciona entre CA1, CA2 y CA3. En un aspecto mas especifico, el
gen CA de ratén es CA2. En otro aspecto especifico, el gen CA de ratén se deriva de un gen CA que es idéntico en al
menos un 60 %, al menos un 70 %, al menos un 80 %, al menos un 90 %, al menos un 95 %, o al menos un 98 % al
CA2 de ratén.

También se desvela un método para preparar un gen de anticuerpo reordenado en un ratén modificado
genéticamente, que comprende: (a) exponer un ratén modificado genéticamente a un antigeno, en el que la
modificacion genética comprende un hVA y un hJA en un locus enddégeno de cadena ligera, en el que el locus
endogeno de cadena ligera comprende un gen C de ratén o fragmento funcional del mismo; y, (b) identificar un gen
de inmunoglobulina reordenado en dicho ratén, en el que el gen de inmunoglobulina reordenado comprende un
segmento genético de regidn variable de la cadena ligera A y un gen C. o fragmento funcional del mismo.
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En un aspecto, el método comprende adicionalmente la clonaciéon de una secuencia de acidos nucleicos que codifica
una region variable de cadena pesada y/o ligera del ratén, en el que la region variable de cadena pesada y/o ligera
es de un anticuerpo que comprende un VA humano y un C de raton.

En un aspecto, el gen C. de ratén o fragmento funcional del mismo se selecciona entre un gen C. humano y un gen
C. de ratén, o fragmento funcional del mismo.

En un aspecto, se desvela un método para preparar un gen de anticuerpo reordenado en un ratén modificado
genéticamente, que comprende: (a) exponer un ratén modificado genéticamente a un antigeno, en el que la
modificacion genética comprende un hVA y un hJA en un locus de cadena ligera k, en el que el locus de cadena
ligera k comprende un gen Ck de ratén o fragmento funcional del mismo; y, (b) identificar un gen de inmunoglobulina
reordenado en dicho ratén, en el que el gen de inmunoglobulina reordenado comprende un segmento genético de
region variable de la cadena ligera A y un gen Ck o fragmento funcional del mismo.

En un aspecto, el gen constante de la cadena ligera k o fragmento funcional del mismo se selecciona entre un gen
Ck humano y un gen Ck de ratén, o un fragmento funcional del mismo.

En un aspecto, el método comprende adicionalmente la clonaciéon de una secuencia de acidos nucleicos que codifica
una region variable de cadena pesada y/o ligera del ratén, en el que la region variable de cadena pesada y/o ligera
es de un anticuerpo que comprende un VA humano y un Ck de raton.

En un aspecto, se desvela un método para preparar un gen de anticuerpo reordenado en un ratén modificado
genéticamente, que comprende: (a) exponer un raton modificado genéticamente a un antigeno, en el que la
modificacion genética comprende un hVA y un hJA en un locus de la cadena ligera A de raton, en el que el locus de la
cadena ligera A comprende un gen CA de ratén o fragmento funcional del mismo; vy, (b) identificar un gen de
inmunoglobulina reordenado en dicho ratén, en el que el gen de inmunoglobulina reordenado comprende un
segmento genético de regidn variable de la cadena ligera A y un gen CA o fragmento funcional del mismo.

En un aspecto, el gen constante de cadena ligera A o fragmento funcional del mismo se selecciona entre un gen CA
humano y un gen CA de ratén, o un fragmento funcional del mismo. En un aspecto especifico, el gen constante de
cadena ligera A es un gen CA de ratén, o un fragmento funcional del mismo.

En un aspecto, el método comprende adicionalmente la clonacién de una secuencia de acidos nucleicos que codifica
una region variable de cadena pesada y/o ligera del ratén, en el que la region variable de cadena pesada y/o ligera
es de un anticuerpo que comprende un VA humano y un CA de ratén.

También se desvela un método para preparar un anticuerpo, que comprende exponer un ratén como se describe en
el presente documento a un antigeno, permitir que el raton supere una respuesta inmune que comprende preparar
un anticuerpo que se une en forma especifica al antigeno, identificar una secuencia de acidos nucleicos reordenada
en el ratéon que codifica cadena pesada y una secuencia de acidos nucleicos reordenada en el ratén que codifica una
secuencia de dominio variable de cadena ligera afin de un anticuerpo, en el que el anticuerpo se une de forma
especifica al antigeno, y usar las secuencias de acidos nucleicos de los dominios variables de cadena pesada y
ligera fusionadas con dominios constantes humanos para preparar un anticuerpo deseado, en el que el anticuerpo
deseado comprende una cadena ligera que comprende un dominio VA fusionado con un dominio C.. En un aspecto,
el dominio VA es humano y el dominio C_ es un dominio CA humano o de ratén. En un aspecto, el dominio VA es de
raton y el dominio C es un dominio Ck humano o de raton.

En un aspecto, se desvela un método para preparar un anticuerpo, que comprende exponer un ratén como se
describe en el presente documento a un antigeno, permitir que el ratén supere una respuesta inmune que
comprende preparar un anticuerpo que se une en forma especifica al antigeno, identificar una secuencia de acidos
nucleicos reordenada en el ratén que codifica una cadena pesada y una secuencia de acidos nucleicos reordenados
en el ratéon que codifica una secuencia de dominio variable de cadena ligera afin de un anticuerpo, en el que el
anticuerpo se une de forma especifica al antigeno, y usar las secuencias de acidos nucleicos de los dominios
variables de cadena pesada y ligera fusionadas con secuencias de acidos nucleicos de dominios constantes
humanos para preparar un anticuerpo deseado, en el que el anticuerpo deseado comprende una cadena ligera que
comprende un dominio VA fusionado con un dominio Ck.

En un aspecto, se desvela un método para preparar un anticuerpo, que comprende exponer un ratébn como se
describe en el presente documento a un antigeno, permitir que el ratdn supere una respuesta inmune que
comprende preparar un anticuerpo que se une en forma especifica al antigeno, identificar una secuencia de acidos
nucleicos reordenada en el raton que codifica un dominio variable de cadena pesada y una secuencia de acidos
nucleicos reordenada que codifica una secuencia de dominio variable de cadena ligera afin de un anticuerpo, en el
que el anticuerpo se une de forma especifica al antigeno, y usar las secuencias de acidos nucleicos fusionadas con
secuencias de acidos nucleicos que codifican un dominio constante de cadena pesada humana y un dominio
constante de cadena ligera humana para preparar un anticuerpo derivados de secuencias humanas, en el que el
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anticuerpo que se une en forma especifica al antigeno comprende una cadena ligera que comprende un dominio VA
humano fusionado con una regién CA de ratén.

En un aspecto, la region CA de ratén se selecciona entre CA1, CA2 y CA3. En un aspecto especifico, la region CA de
ratén es CA2.

En un aspecto, se desvela un método para preparar una secuencia genética de regién variable de cadena ligera de
anticuerpo reordenada, que comprende (a) exponer un ratén como se describe en el presente documento a un
antigeno; (b) permitir que el ratdn supere una respuesta inmune; (c) identificar una célula en el ratébn que comprende
una secuencia de acidos nucleicos que codifica una secuencia de dominio VA humana fusionada con un dominio C_
de ratén, en el que la célula también codifica una cadena pesada afin que comprende un dominio V4 humano y un
dominio Cy de ratén, y en el que la célula expresa un anticuerpo que se une al antigeno; (d) clonar, a partir de la
célula, una secuencia de acidos nucleicos que codifica el dominio VA humano y una secuencia de acidos nucleicos
que codifica el dominio V4 humano afin; y, (e) usar la secuencia de acidos nucleicos clonada que codifica el dominio
VA humano y la secuencia de acidos nucleicos clonada que codifica el dominio V4 humano afin para preparar un
anticuerpo totalmente humano.

En un aspecto, se desvela un método para preparar una secuencia genética de region variable de cadena ligera de
anticuerpo reordenada, que comprende (a) exponer un ratén como se describe en la presente divulgacion a un
antigeno; (b) permitir que el ratdén supere una respuesta inmune; (c) identificar una célula en el ratén que comprende
una secuencia de acidos nucleicos que codifica una secuencia de dominio VA humano reordenada contigua en la
misma molécula de acido nucleico con una secuencia de acidos nucleicos que codifica un dominio Ck de ratén, en el
que la célula también codifica una cadena pesada afin que comprende un dominio V4 humano y un dominio Cy de
raton, y en el que la célula expresa un anticuerpo que se une al antigeno; (d) clonar, a partir de la célula, una
secuencia de acidos nucleicos que codifica el dominio VA humano y una secuencia de acidos nucleicos que codifica
el dominio V4 humano afin; y, (e) usar la secuencia de acidos nucleicos clonada que codifica el dominio VA humano
y la secuencia de acidos nucleicos clonada que codifica el dominio V4 humano afin para preparar un anticuerpo
totalmente humano.

En un aspecto, se desvela un método para preparar una secuencia genética de regién variable de cadena ligera de
anticuerpo reordenada, que comprende (a) exponer un ratén como se describe en el presente documento a un
antigeno; (b) permitir que el ratdn supere una respuesta inmune al antigeno; (c) identificar una célula en el ratéon que
comprende ADN que codifica una secuencia de dominio VA humana fusionada con un dominio CA de raton, en el
que la célula también codifica una cadena pesada afin que comprende un dominio V4 humano y un dominio Cy de
ratén, y en el que la célula expresa un anticuerpo que se une al antigeno; (d) clonar, a partir de la célula, una
secuencia de acidos nucleicos que codifica el dominio VA humano reordenado y una secuencia de acidos nucleicos
que codifica el dominio V4 humano afin; y, (e) usar la secuencia de acidos nucleicos clonada que codifica el dominio
VA humano y la secuencia de acidos nucleicos clonada que codifica el dominio V4 humano afin para preparar un
anticuerpo totalmente humano. En un aspecto, el dominio CA de ratén es CA2 de ratén. En un aspecto especifico, el
dominio CA de raton se deriva de un gen CA que es idéntico en al menos un 60 %, al menos un 70 %, al menos un
80 %, al menos un 90 %, al menos un 95 %, o al menos un 98 % al CA2 de ratén.

También se desvela un raton modificado genéticamente que expresa una cadena ligera derivada de A humano
fusionada con una regién constante de cadena ligera enddgena (C.), en el que el raton, después de inmunizacion
con antigeno, prepara un anticuerpo que comprende un dominio VA humano fusionado con un dominio C, de ratén.
En un aspecto, el dominio C, de ratén se selecciona entre un dominio Cx y un dominio CA. En un aspecto, el dominio
C. de ratéon es un dominio Ck. En un aspecto, el dominio C. de ratéon es un dominio CA. En un aspecto especifico,
dominio CA es CA2. En un aspecto especifico, el dominio CA de ratén se deriva de un gen CA que es idéntico en al
menos un 60 %, al menos un 70 %, al menos un 80 %, al menos un 90 %, al menos un 95 %, o al menos un 98 % al
CA2 de ratén.

También se desvela un ratén modificado genéticamente que comprende un locus endégeno modificado de cadena
ligera K 0 A como se describe en el presente documento, que expresa una pluralidad de cadenas ligeras A de
inmunoglobulina asociadas con una pluralidad de cadenas pesadas de inmunoglobulina. En un aspecto, la cadena
pesada comprende una secuencia humana. En diversos aspectos, la secuencia humana se selecciona entre una
secuencia variable, un Cy1, una bisagra, un Cu2, un Cux3, y una combinacion de los mismos. En un aspecto, la
pluralidad de cadenas ligeras A de inmunoglobulina comprende una secuencia humana. En diversos aspectos, la
secuencia humana se selecciona entre una secuencia variable, una secuencia constante, y una combinacion de las
mismas. En un aspecto, el ratdbn comprende un locus endégeno de inmunoglobulina deshabilitado y expresa la
cadena pesada y/o la cadena ligera A de un transgén o episoma extracromosémico. En un aspecto, el ratén
comprende una sustituciéon en un locus endégeno de ratén de parte o todos los segmentos genéticos enddgenos de
cadena pesada de ratén (es decir, V, D, J), y/o parte o todas las secuencias constantes endégenas de cadena
pesada de ratén (por ejemplo, Cu1, bisagra, Cu2, Cu3, o una combinacién de los mismos), y/o parte o todas las
secuencias endégenas de cadena ligera de ratén (por ejemplo, V, J, constante, o una combinacion de los mismos),
con una o0 mas secuencias de inmunoglobulina humana.
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También se desvela un ratdon adecuado para preparar anticuerpos que tienen una cadena ligera derivada de A
humano en la que todos substancialmente todos los anticuerpos preparados en el ratéon se expresan con una cadena
ligera derivada de A humano. En un aspecto, la cadena ligera derivada de A humano se expresa a partir de un locus
enddgeno de cadena ligera. En un aspecto, el locus endégeno de cadena ligera es un locus de cadena ligera k. En
un aspecto especifico, el locus de cadena ligera k es un locus de cadena ligera k de ratén.

También se desvela un método para preparar una cadena ligera derivada de A para un anticuerpo humano, que
comprende obtener a partir de un ratén como se describe en el presente documento una secuencia de cadena ligera
y una secuencia de cadena pesada, y usar la secuencia de cadena ligera y la secuencia de cadena pesada en la
preparacién de un anticuerpo humano.

También se desvela un método para preparar una proteina de unién a antigeno, que comprende exponer un raton
como se describe en el presente documento a un antigeno; permitir que el ratén supere una respuesta inmune; y
obtener a partir del ratén una proteina de unién a antigeno que se une al antigeno, u obtener a partir del ratén una
secuencia a usar en la preparacion de una proteina de union a antigeno que se une al antigeno.

También se desvela una célula derivada de un raton como se describe en el presente documento. En un aspecto, la
célula se selecciona entre una célula madre embrionaria, una célula pluripotente, una célula pluripotente inducida, un
linfocito B, y un hibridoma.

También se desvela una célula que comprende una modificacion genética como se describe en el presente
documento. En un aspecto, la célula es una célula de ratén. En un aspecto, la célula se selecciona entre un
hibridoma y un cuadroma. En un aspecto, la célula expresa una cadena ligera de inmunoglobulina que comprende
una secuencia variable A humana fusionada con una secuencia constante de ratén. En un aspecto especifico, la
secuencia constante de ratdn es una secuencia constante k de ratén.

También se desvela un tejido derivado de un ratén como se describe en el presente documento.

También se desvela el uso de un ratén o una célula como se describe en el presente documento para preparar una
proteina de unién a antigeno. En un aspecto, la proteina de unién a antigeno es una proteina humana. En un
aspecto, la proteina humana es un anticuerpo humano.

También se desvela una proteina de unién a antigeno preparada por un raton, célula, tejido, o método como se
describe en el presente documento. En un aspecto, la proteina de unién a antigeno es una proteina humana. En un
aspecto, la proteina humana es un anticuerpo humano.

Breve descripcion de las figuras

La FIG. 1 muestra una ilustracion detallada, no a escala, del locus de cadena ligera A humana incluyendo los
grupos de segmentos genéticos VA (A, By C) y los pares de la regién JA y CA (pares J-C)

La FIG. 2 muestra una ilustracion general, no a escala, de una estrategia de direccion usada para inactivar el
locus enddgeno de la cadena ligera A de raton.

La FIG. 3 muestra una ilustracion general, no a escala, de una estrategia de direccion usada para inactivar el
locus enddgeno de cadena ligera k de raton.

La FIG. 4A muestra una ilustracion general, no a escala de un vector de direccién inicial para dirigir el locus
enddgeno de la cadena ligera A de ratéon con secuencias de cadena ligera A humana que incluyen 12 segmentos
genéticos hVA y el segmento genético hJA1 (Vector de Direccion 12/1-A).

La FIG. 4B muestra una ilustracion general, no a escala, de cuatro vectores de direccion iniciales para dirigir el
locus endégeno de cadena ligera Kk de raton con secuencias de cadena ligera A humana que incluyen 12
segmentos genéticos hVA y el segmento genético hJA1 (12/1-k Vector de Direccion), 12 segmentos genéticos
hVA y hdA, 2, 3 y 7 segmentos genéticos (Vector de Direccion 12/4-k), 12 segmentos genéticos hVA, una
secuencia genémica Vk-Jk humana y el segmento genético hJA1 (Vector de Direccién 12(k)1-k) y 12 segmentos
genéticos hVA, una secuencia gendmica Vk-Jk humana y hJA1, 2, 3 y 7 segmentos genéticos (Vector de
Direccion 12(k)4-k).

La FIG. 5A muestra una ilustracion general, no a escala, de una estrategia de direccién para insercion progresiva
de 40 segmentos genéticos hVA y un solo segmento genético hJA en el locus de cadena ligera A de raton.

La FIG. 5B muestra una ilustracién general, no a escala, de una estrategia de direccién para insercién progresiva
de 40 segmentos genéticos hVA y un solo segmento genético hJA en el locus k de ratén.

La FIG. 6 muestra una ilustracion general, no a escala, de las etapas de direccién e ingenieria molecular usadas
para preparar vectores de direccion hibridos A-k humanos para construccion de un locus hibrido de cadena ligera
que contenga una secuencia intergénica kK humana, multiples segmentos genéticos hJA o ambos.

La FIG. 7A muestra una ilustracion general, no a escala, de la estructura del locus para un locus modificado de
cadena ligera A de ratén que contiene 40 segmentos genéticos hVA y un solo hJA segmento genético unidos de
forma operativa al gen endégeno CA2.

La FIG. 7B muestra una ilustracion general, no a escala, de la estructura del locus para cuatro loci
independientes, modificados de cadena ligera k de ratdon que contienen 40 segmentos genéticos hVA y
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cualquiera de uno o cuatro segmentos genéticos hJA con o sin una secuencia genémica Vk-Jk humana contigua
unida de forma operativa al gen endégeno Ck.

La FIG. 8A muestra representaciones de contorno de esplenocitos de IgA™ e Igk” seleccionados en CD19" a partir
de un raton de tipo silvestre (WT), un ratén homocigoto para 12 hVA y cuatro segmentos genéticos hJA que
incluyen una secuencia genémica Vk-Jk humana (12hVA-VkJk-4hJA) y un ratén homocigoto para 40 hVA y un
segmento genético hJA (40hVA-1hJA).

La FIG. 8B muestra nimero total de linfocitos B CD19" en bazos extraidos de ratones de tipo silvestre (WT),
homocigotos para 12 hVA y cuatro segmentos genéticos hJA que incluyen una secuencia genomica Vk-Jk
humana (12hVA-VkJk-4hJA) y ratones homocigotos para 40 hVA y un segmento genético hJA (40hVA-1hJA).

La FIG. 9A, en el panel superior, muestra representaciones de contorno de esplenocitos seleccionados en
singletes y tefiidos para linfocitos By T (CD19" y CD3", respectivamente) a partir de un ratén de tipo silvestre
(WT) y un ratén homocigoto para 40 hVA y cuatro JA segmentos genéticos que incluyen una secuencia genémica
Vk-JK humana (40hVA-VkJk-4hJA). El panel inferior muestra representaciones de contorno de esplenocitos
seleccionados en CD19" y tefiidos para expresién de Igh™ e IgA* a partir de un ratén de tipo silvestre (WT) y un
raton homocigoto para 40 hVA y cuatro JA segmentos genéticos que incluyen una secuencia genomica Vk-Jk
humana (40hVA-VkJk-4hJA).

La FIG. 9B muestra el nimero total de linfocitos B CD19", CD19"Igk” y CD19°IgA” en bazos extraidos de ratones
de tipo silvestre (WT) y ratones homocigotos para 40 hVA y cuatro JA segmentos genéticos que incluyen una
secuencia gendémica Vk-Jk humana (40hVA-VkJk-4hJA).

La FIG. 9C muestra representaciones de contorno de esplenocitos seleccionados en CD19" y tefiidos para
inmunoglobulina D (IgD) e inmunoglobulina M (IgM) a partir de un ratéon de tipo silvestre (WT) y un ratén
homocigoto para 40 hVA y cuatro JA segmentos genéticos que incluyen una secuencia gendémica Vk-Jk humana
(40hVA-VkJk-4hJA). Los linfocitos B maduros (72 para WT, 51 para 40hVA-VkJk-4hJA) y transicionales (13 para
WT, 22 para 40hVA-VkJk-4hJA) se indican en cada una de las representaciones de contorno.

La FIG. 9D muestra el nimero total de linfocitos B CD19", linfocitos B transicionales (CD19+Ith'IgD'°) y linfocitos
B maduros (CD19+IgM'°IgDh') en bazos extraidos de ratones de tipo silvestre (WT) y ratones homocigotos para
40 hVA y cuatro JA segmentos genéticos que incluyen una secuencia genémica Vk-Jk humana (40hVA-VkJk-
4hJA).

La FIG. 10A, en el panel superior, muestra representaciones de contorno de médula 6sea obtenida para
linfocitos By T (CD19" y CD3", respectivamente) a partir de un ratén de tipo silvestre (WT) y un ratén homocigoto
para 40 hVA y cuatro JA segmentos genéticos que incluyen una secuencia gendmica Vk-Jk humana (40hVA-
VkJk-4hJA). El panel inferior muestra representaciones de contorno de médula ésea seleccionada en CD19" y
tefiida para ckit® y CD43" a partir de un ratén de tipo silvestre (WT) y un ratén homocigoto para 40 hVA y cuatro
JA segmentos genéticos que incluyen una secuencia genomica Vk-Jk humana (40hVA-VkJk-4hJA). Los linfocitos
Pro y Pre B se indican en las representaciones de contorno en el panel inferior.

La FIG. 10B muestra el nimero de linfocitos Pro (CD19°CD43"ckit™) y Pre (CD19°CD43" ckit’) B en médula ésea
recogida de los fémures de ratones de tipo silvestre (WT) y ratones homocigotos para 40 hVA y cuatro JA
segmentos genéticos que incluyen una secuencia genémica Vk-Jk humana (40hVA-VkJk-4hJA).

La FIG. 10C muestra representaciones de contorno de médula ésea seleccionada en singletes tefiidos para
inmunoglobulina M (IgM) y B220 a partir de un ratén de tipo silvestre (WT) y un ratdbn homocigoto para 40 hVA 'y
cuatro JA segmentos genéticos que incluye una secuencia gendmica Vk-Jk humana (40hVA-VkJk-4hJA). Los
linfocitos B inmaduros, maduros y pro/pre B se indican en cada una de las representaciones de contorno.

La FIG. 10D muestra el nimero total de linfocitos B inmaduros (BZZO'“‘IgM") y maduros (B220“'IgM+) en médula
Osea aislada de los fémures de ratones de tipo silvestre (WT) y ratones homocigotos para 40 hVA y cuatro JA
segmentos genéticos que incluyen una secuencia gendmica Vk-Jk humana (40hVA-VkJk-4hJA).

La FIG. 10E muestra representaciones de contorno de médula 6sea seleccionada en linfocitos B inmaduros
(B220™IgM*) y maduros (B220"™IgM*) tefiidos para expresion de Igh e Igk aislados de los fémures de un ratén de
tipo silvestre (WT) y un ratdon homocigoto para 40 hVA y cuatro JA segmentos genéticos que incluye una
secuencia genomica Vk-Jk humana (40hVA-VkJk-4hJA).

La FIG. 11 muestra un alineamiento de secuencia de nucledtidos de la union VA-JA-Ck de dieciocho clones de
RT-PCR independientes amplificados a partir de ARN de esplenocitos de ratones que portan secuencias
genéticas de cadena ligera A humana en un locus enddgeno de cadena ligera k de raton. A6 = SEQ ID NO: 57;
B6 = SEQ ID NO: 58; F6 = SEQ ID NO: 59; B7 = SEQ ID NO: 60; E7 = SEQ ID NO: 61; F7 = SEQ ID NO: 62,
C8 =SEQ ID NO: 63; E12=SEQ ID NO: 64; 1-4 =SEQ ID NO: 65; 1-20 = SEQ ID NO: 66; 3B43 = SEQ ID
NO: 67; 5-8 =SEQ ID NO:68; 5-19=SEQ ID NO:69; 1010=SEQ ID NO:70; 11A1=SEQ ID NO:71;
7A8 = SEQ ID NO: 72; 3A3 = SEQ ID NO: 73; 2-7 = SEQ ID NO: 74. Las bases de las cajas inferiores indican
bases no germinales que resultan de cualquier mutaciéon y/o adicién de N durante la recombinacién. Los
aminoacidos consenso dentro de la region Marco 4 (FWR4) codificados por la secuencia de nucleétidos de hJA1
y Ck de raton se indican en la parte inferior del alineamiento de la secuencia.

La FIG. 12 muestra un alineamiento de secuencia de nucledtidos de la union VA-JA-Ck de doce clones de RT-
PCR independientes amplificados a partir de ARN de esplenocitos de ratones que portan secuencias genéticas
de cadena ligera A humana que incluyen una secuencia genémica V-Jx humana contigua en un locus endégeno
de cadena ligera k de raton. 5-2 = SEQ ID NO: 87; 2-5 = SEQ ID NO: 88; 1-3 = SEQ ID NO: 89; 4B-1 = SEQ ID
NO: 90; 3B-5=SEQ ID NO: 91; 7A-1 = SEQ ID NO: 92; 5-1 = SEQ ID NO: 93; 4A-1 = SEQ ID NO: 94; 11A-
1=SEQ ID NO: 95; 5-7 = SEQ ID NO: 96; 5-4 = SEQ ID NO: 97; 2-3 = SEQ ID NO: 98. Las bases de las cajas
inferiores indican bases no germinales que resultan de cualquier mutacion y/o adicion de N durante la
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recombinacién. Los aminoacidos consenso dentro de la regién Marco 4 (FWR4) codificados por la secuencia de
nuclestidos de cada JA humano y Ck de ratdn se indican en la parte inferior del alineamiento de la secuencia.

La FIG. 13 muestra una alineamiento de secuencia de nucledtidos de la unién VA-JA-CA de tres clones de RT-
PCR independientes amplificados a partir de ARN de esplenocitos de ratones que portan secuencias genéticas
de cadena ligera A humana en un locus endégeno de la cadena ligera A de raton. 2D1 = SEQ ID NO: 101;
2D9 = SEQ ID NO: 102; 3E15 = SEQ ID NO: 103. Las bases de las cajas inferiores indican bases no germinales
que resultan de cualquier mutacion y/o adicion de N durante la recombinacion. Los aminoacidos consenso dentro
de la region Marco 4 (FWR4) codificados por la secuencia de nucleétidos de hdJA1 y CA2 de ratén se indican en la
parte inferior del alineamiento de la secuencia.

Descripcion detallada
La invencion, en su sentido mas amplio, es como se define en las reivindicaciones independientes.

El término "contiguo" incluye referencia a aparicion en la misma molécula de acido nucleico, por ejemplo, dos
secuencias de acidos nucleicos son "contiguas" si aparecen en la misma molécula de acido nucleico pero estan
interrumpidas por otra secuencia de acidos nucleicos. Por ejemplo, una secuencia V(D)J reordenada es "contigua"
con una secuencia genética de region constante aunque el coddn final de la secuencia V(D)J no vaya a seguir
inmediatamente por el primer codén de la secuencia de regiéon constante. En otro ejemplo, dos secuencias de
segmento genético V son "contiguas" si aparecen en el mismo fragmento gendmico, aunque pueden estar
separadas por secuencia que no codifica un codén de la regién V, por ejemplo, pueden estar separadas por una
secuencia reguladora, por ejemplo, una secuencia promotora u otra secuencia de no codificacion. En una
realizacién, una secuencia contigua incluye un fragmento genémico que contiene secuencias canénicas colocadas
tal como se encuentran en un genoma de tipo silvestre.

La expresion "derivado de" cuando se usa con respecto a una region variable "derivada de" un gen o segmento
genético mencionados incluye la capacidad para trazar la secuencia de nuevo hacia un segmento genético o
segmentos genéticos sin reordenar en particular que se reordenaron para formar un gen que expresa el dominio
variable (que representa, cuando sea aplicable, diferencias de corte y empalme y mutaciones somaticas).

La expresion "funcional" cuando se usa con respecto a un segmento genético o unidon de segmento genético de
regién variable se refiere al uso en un repertorio de anticuerpos expresado; por ejemplo, en los segmentos genéticos
3-1, 4-3, 2-8 de VA humano, etc. son funcionales, mientras que los segmentos genéticos 3-2, 3-4, 2-5 de VA, etc. no
son funcionales.

Un "locus de cadena pesada" incluyen una posicion en un cromosoma, por ejemplo, un cromosoma de ratén, en el
que, en una region variable de cadena pesada de ratén de tipo silvestre (Vu), diversidad de cadena pesada (D),
unién de cadena pesada (Ju), y constante de cadena pesada (Cy), se encuentran secuencias de ADN.

Un "locus K" incluye una posicién en un cromosoma, por ejemplo un cromosoma de raton, en el que, en una region
variable k de raton de tipo silvestre (Vk), union de k (Jk), y constante de k (Ck), se encuentran secuencias de ADN.

Un "locus A" incluye una posicién en un cromosoma, por ejemplo un cromosoma de ratén, en el que, en una region
variable A de raton de tipo silvestre (VA), union de A (JA), y constante de A (CA), se encuentran secuencias de ADN.

El término "reordenado” incluye el estado de un locus de inmunoglobulina en el que algunos segmentos genéticos V
y algunos segmentos genéticos J (para cadenas pesadas, también segmentos genéticos D) se mantienen por
separado pero son capaces de unirse para formar un gen V(D)J reordenado que comprende un solo V,(D),J del
repertorio de V(D)J.

Ratones que Expresan Dominios Variables A Humano

Anteriormente se ha informado de ratones que expresan anticuerpos que son totalmente humanos, o parcialmente
humanos o parcialmente de ratén. Los ratones modificados por ingenieria genética VELOCIMMUNE® comprenden
una sustitucién de segmentos genéticos V(D)J sin reordenar en loci endégenos de ratdon con segmentos genéticos
V(D)J humanos. Los ratones VELOCIMMUNE® expresan anticuerpos quiméricos que tienen dominios variables
humanos y dominios constantes de raton (véase, por ejemplo, la Patente de Estados Unidos n.° 7.605.237). La
mayor parte de otros informes se refieren a ratones que expresan anticuerpos totalmente humanos a partir de
transgenes totalmente humanos en ratones que tienen loci endégenos de inmunoglobulina deshabitados.

Las cadenas ligeras de anticuerpo estan codificadas por uno de dos loci separados: kappa (k) y lambda (A). Las
cadenas ligeras de anticuerpos de ratdon son principalmente de tipo k. Los ratones que preparan anticuerpos de
raton, y ratones modificados que prepararon anticuerpos totalmente humanos o quiméricos de ser humano-ratén,
presentan un sesgo en el uso de la cadena ligera. Los seres humanos también presentan sesgos de cadena ligera,
pero no tan pronunciado como en los ratones; la proporcion de cadenas ligeras K con respecto a cadenas ligeras A
en ratones es de aproximadamente 95:5, mientras que en seres humanos la proporcion es de aproximadamente
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60:40. No se cree que el sesgo mas pronunciado en ratones influya de forma rigurosa en la diversidad del
anticuerpo, porque, en ratones, el locus variable de A no es tan diverso en el primer caso. Esto no es de este modo
en seres humanos. El locus de la cadena ligera A humana es muy diverso.

El locus de la cadena ligera A humana se extiende desde aproximadamente 1.000 kb y contiene aproximadamente
80 genes que codifican segmentos variables (V) o de union (J) (FIG. 1). Dentro del locus de la cadena ligera A
humana, aproximadamente la mitad de todos los dominios VA observados estan codificados con los segmentos
genéticos 1-40, 1-44, 2-8, 2-14, y 3-21. En general, se cree que aproximadamente 30 o menos de los segmentos
genéticos VA humanos son funcionales. Existen siete segmentos genéticos JA, de los que solamente cuatro se
contemplan generalmente como segmentos genéticos JA1, JA2, JA3, y JA7 funcionales de JA.

El locus de la cadena ligera A en seres humanos es similar en estructura al locus k tanto de ratones como de seres
humanos en que el locus de la cadena ligera A humana tiene varios segmentos genéticos de region variable que son
capaces de combinarse para formar una proteina de cadena ligera funcional. El locus de la cadena ligera A humana
contiene aproximadamente 70 V segmentos genéticos y 7 pares de segmentos genéticos JA\-CA. Parece que
solamente cuatro de estos pares de segmentos genéticos JA-CA son funcionales. En algunos alelos, un quinto par de
segmento genético JA-CA es un pseudo gen (CAB) segun se informa. Parece que los 70 segmentos genéticos VA
contienen 38 segmentos genéticos funcionales. Las 70 secuencias VA se colocan en tres grupos, todos los cuales
contienen diferentes miembros de distintos grupos de la familia genética V (grupos A, B y C; FIG. 1). Esto es una
fuente potencialmente rica de diversidad relativamente sin explorar para la generacion de anticuerpos con regiones
V humanas en animales no humanos.

En contraste notable, el locus de cadena ligera A de raton contiene solamente dos o tres (dependiendo de la cepa)
segmentos genéticos de la region VA de raton (FIG. 2). Al menos por esta razon, no se cree que el sesgo de K
riguroso en ratones sea particularmente perjudicial para la diversidad total del anticuerpo.

De acuerdo con mapas publicados del locus de cadena ligera A de ratén, el locus consiste substancialmente en dos
grupos de segmentos genéticos en un espacio de aproximadamente 200 kb (FIG.2). Los dos grupos contienen dos
conjuntos de genes V, J, y C que son capaces de reordenacion independiente: VA2-JA2-CA2-JA4-CA4 y VA1-JA3-
CA3-JA1-CA1. Aunque se ha encontrado que VA2 se le combina con todos los segmentos genéticos JA, parece que
VA1 se recombina de forma exclusiva con CA1. Se cree que CA4 es un pseudo gen con sitios de corte y empalme
defectuosos.

El locus de cadena ligera k de raton es notablemente diferente. La estructura y el nUmero de segmentos genéticos
que participan en los sucesos de recombinacion que conducen a una proteina de cadena ligera funcional a partir del
locus k de ratéon son mucho mas complejos (FIG. 3). Por lo tanto, las cadenas ligeras A de ratén no contribuyen en
gran medida a la diversidad de una poblacion de anticuerpos en un ratén habitual.

La explotacién de la rica diversidad del locus de cadena ligera A humana en ratones probablemente daria como
resultado, entre otras cosas, una fuente para un repertorio humano mas completo de dominios V de cadena ligera.
Algunos intentos anteriores para aprovechar esta diversidad usaban trans en los humanos que contenian trozos del
locus de cadena ligera A humana incorporados de forma aleatoria en el genoma del raton (véanse, por ejemplo, los
documentos de patente US 6.998.514 y US 7.435.871). Los ratones que contienen estos transgenes integrados de
forma aleatoria expresan segun se informa cadenas ligeras A totalmente humanas, sin embargo, en algunos casos,
uno o ambos loci endégenos de cadena ligera permanecen intactos. Esta situacién no es deseable ya que las
secuencias de cadena ligera A humana se sostienen con la cadena ligera de ratén (k o A) en el repertorio de
anticuerpos expresado del ratén.

Por el contrario, los inventores describen ratones modificados genéticamente que son capaces de expresar una o
mas secuencias de los nucleicos de cadena ligera A directamente a partir de un locus endégeno de cadena ligera
kappa de raton. Los ratones modificados genéticamente capaces de expresar secuencias de cadena ligera A
humana a partir de un locus endégeno k se pueden proporcionar adicionalmente a ratones que comprenden un locus
de cadena pesada humana y de este modo se pueden usar para expresar anticuerpos que comprenden regiones V
(pesada y ligera k) que son totalmente humanos. Las regiones V se expresan con regiones constantes de ratén. En
diversos aspectos, estan presentes algunos segmentos genéticos no endégenos de inmunoglobulinas de ratén y las
regiones V se expresan con regiones constantes humanas. Se demostraria que estos anticuerpos son utiles en
numerosas aplicaciones, tanto de diagnéstico como terapéuticas.

Se pueden conseguir muchas ventajas para diversos aspectos de expresion de proteinas de unién derivadas de los
segmentos genéticos VA y JA humanos en ratones. Algunas ventajas se pueden conseguir colocando secuencias A
humanas en un locus enddgeno de cadena ligera, por ejemplo, el locus kK o A de ratdén. Algunos anticuerpos
preparados a partir de tales ratones pueden tener cadenas ligeras que comprenden dominios VA humanos
fusionados con una regién Ck de raton. Los ratones también expresaron dominios VA humanos que son adecuados
para identificacion y clonacion para uso con regiones C. humanas, de forma especifica regiones Ck y/o CA. Dado
que el desarrollo de linfocitos B en tales ratones es de otro modo normal, es posible generar dominios VA
compatibles (incluyendo dominios de VA mutados de forma somatica) en el contexto de cualquiera de las regiones
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CA o Ck.

Se describen ratones modificados genéticamente que comprenden un segmento genético humano VA sin reordenar
y un JA humano sin reordenar en un locus endégeno de cadena ligera k de inmunoglobulina. Se describen ratones
que expresan anticuerpos que comprenden una cadena ligera que tiene un dominio VA humano fusionado con una
region Ck.

Transcripciones Estériles del Locus de Cadena Ligera k de Inmunoglobulina

Algunas variaciones sobre el tema de la expresion de secuencias A de inmunoglobulina humana en ratones se
reflejan en diversos aspectos de ratones modificados genéticamente capaces de una expresion de este tipo. Por lo
tanto, en algunos aspectos, los ratones modificados genéticamente comprenden cierta secuencia(s) de no
codificacion de un locus humano. En un aspecto, el raton modificado genéticamente comprende segmentos
genéticos VA y JA humanos en un locus endégeno de cadena ligera K, y comprende adicionalmente un fragmento
genomico de la cadena ligera kK humana. En un aspecto especifico, el fragmento gendmico de la cadena ligera k
humana es una secuencia de no codificacidon encontrada en la naturaleza entre un segmento genético Vk humano y
un segmento genético Jk humano.

Los loci de cadena ligera k humano y de ratdn contienen secuencias que codifican transcripciones estériles que
carecen ya sea de un coddn de inicio o de un marco de lectura abierto, y que se contemplan como elementos que
regulan la transcripcion de los loci de la cadena ligera k. Estas transcripciones estériles provienen de una secuencia
intergénica situada aguas abajo o en la posicion 3’ del segmento genético Vk mas proximal y aguas arriba o en la
posicion 5’ del amplificador intrénico de la cadena ligera k (Eki) que se encuentra aguas arriba del gen de la region
constante de la cadena ligera k (Ck). Las transcripciones estériles provienen de la reordenacion de la secuencia
intergénica para formar un segmento de VkJk1 fusionado con un Ck.

Una sustitucion del locus de cadena ligera k aguas arriba del gen Ck eliminaria la region intergénica que codifica las
transcripciones estériles. Por lo tanto, en diversos aspectos, una sustitucién de la secuencia de la cadena ligera k de
ratén aguas arriba del gen Ck de ratéon con segmentos genéticos de la cadena ligera A humana daria como resultado
un locus de cadena ligera k de raton humanizado que contiene segmentos genéticos VA y JA humanos pero no la
region intergénica de la cadena ligera k que codifica las transcripciones estériles.

Como se describe en el presente documento, la humanizacién del locus endégeno de cadena ligera k de ratéon con
segmentos genéticos de cadena ligera A humana, en el que la humanizacién elimina la region intergénica, da como
resultado una disminucion sorprendente del uso del locus de cadena ligera k, junto con un aumento notable uso de
la cadena ligera A. Por lo tanto, aunque un ratén humanizado que carece de la regién intergénica es util porque
puede preparar anticuerpos condominios variables de cadena ligera humana (por ejemplo, dominios A 0 K humanos),
el uso desde el locus disminuye.

También se describe la humanizacién del locus enddgeno de cadena ligera k de ratdon con segmentos genéticos VA y
JA humanos acoplados con una insercion de una regioén intergénica K humana para crear un locus VA que contiene,
con respecto a la transcripcion, entre el segmento genético VA humano final y el primer segmento genético JA
humano, una regién intergénica k; que presenta una poblacion de linfocitos B con una expresion mas elevada que un
locus que carezca de la regidn intergénica k. Esta observacion es coherente con la hipétesis de que la region
intergénica directamente a través de la transcripcion estéril, o indirectamente suprime el uso del locus enddgeno de
la cadena ligera A. Bajo una hipétesis de este tipo, la inclusiéon de la regién intergénica daria como resultado una
disminucion del uso del locus enddgeno de la cadena ligera A, dejando al ratén una eleccion limitada pero para poder
usar el locus modificado (A en k) para generar anticuerpos como se mencionan las reivindicaciones.

En diversos aspectos, una sustitucion de la secuencia de la cadena ligera k de ratén aguas arriba del gen Ck de
raton con una secuencia de la cadena ligera A humana comprende adicionalmente una region intergénica de cadena
ligera k humana colocada, con respecto a la transcripcion, entre la region sin traducir en la posiciéon 3’ del segmento
genético VA que se encuentra mas cerca de la posicion 3’ y en la posiciéon 5 con respecto al primer segmento
genético JA humano. Como alternativa,1 regién intergénica de este tipo se puede omitir de un locus endégeno de
cadena ligera k sustituido (aguas arriba del gen Ck de ratén) haciendo una sustitucion en el locus endégeno de la
cadena ligera A. Del mismo modo, bajo este aspecto, el raton genera anticuerpos de un locus endégeno de cadena
ligera k que contienen secuencias de la cadena ligera A humana como se describen las reivindicaciones.

Enfoques para Modificar por Ingenieria Ratones para Expresar Dominios VA Humanos

Se describen diversos enfoques para preparar ratones modificados genéticamente que tengan anticuerpos que
contengan una cadena ligera que tenga un dominio VA humano fusionado con una regién endégena Ck. Se
describen modificaciones genéticas que, en diversos aspectos, comprenden una supresion de uno o ambos loci
enddgenos de cadena ligera. Por ejemplo, para eliminar las cadenas ligeras A de raton del repertorio de anticuerpos
endoégeno, se puede realizar una supresion de un primer grupo genético VA-JA-CA y la sustitucion, total o
parcialmente, de los segmentos genéticos VA-JA de un segundo grupo genético con segmentos genéticos VA-JA
humanos. También se desvelan embriones de ratén modificados genéticamente, células, y construcciones de
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direccién para preparar los ratones, embriones de raton, y células.

La supresiéon de un grupo genético VA-JA-CA enddgeno y la sustitucion de los segmentos genéticos VA-JA de otro
grupo genético VA-JA-CA enddgeno usa una alteracion relativamente minima en la asociacion de la region constante
del anticuerpo natural y funciéon en el animal, en diversos aspectos, porque los genes CA enddgenos se dejan
intactos y por lo tanto retienen su funcionalidad y capacidad normal para asociarse con la regién constante de una
cadena pesada endégena. Por lo tanto, en tales aspectos, la modificacion no afecta a otras regiones constantes de
cadena pesada enddgenas que dependen de las regiones constantes de cadena ligera funcional para el ensamblaje
de una molécula de anticuerpo funcional que contiene dos cadenas pesadas y dos cadenas ligeras. Ademas como
en diversos aspectos, la modificacion no influye en el ensamblaje de una molécula funcional de anticuerpo unido a
membrana que involucra a una cadena pesada enddégena y una cadena ligera, por ejemplo, un dominio hVA unido a
una region CA de ratdén. Dado que al menos un gente CA funcional se detiene en el locus enddgeno, los animales
que contienen una sustitucién de los segmentos genéticos VA-JA de un grupo genético VA-JA-CA enddgeno con
segmentos genéticos VA-JA humanos deberia ser capaces de preparar cadenas ligeras A normales que fueran
capaces de unién al antigeno durante una respuesta inmune a través de los segmentos genéticos VA-JA humanos
presentes en el repertorio de anticuerpos expresado del animal.

En la FIG. 2 se proporciona una ilustracion esquematica (no a escala) de un grupo genético endégeno VA-JA-CA de
raton suprimido. Como se ilustra, el locus de cadena ligera A de raton se organiza en dos grupos genéticos, ambos
de los cuales contienen segmentos genéticos funcionales capaces de combinarse para formar una cadena ligera A
de raton funcional. El grupo genético endégeno VA1-JA3-CA3-JA1-CA1 de ratdn se elimina mediante una construccion
de direccion (Vector de Direccion 1) con un casete de neomicina flanqueado por sitios de recombinacién. El otro
grupo genético endégeno (VA2-VA3-JA2-CA2-JA4-CA4) se elimina en parte con una construccion de direccion (Vector
de Direccion 2) con un casete de higromicina-timidina quinasa flanqueado por sitios de recombinacién. En este
segundo suceso de direccion, los segmentos genéticos enddégenos CA2-JAM4-CA4 se retienen. La segunda
construccién de direccion (Vector de Direccidn 2) se construye usando sitios recombinantes que son diferentes de
los de la primera construccién de direccion (Vector de Direccion 1) permitiendo de este modo la supresion selectiva
del casete de seleccion después de conseguir una direccién satisfactoria. El locus de direccion doble esta silenciado
funcionalmente por que no se puede producir ninguna cadena ligera A enddgena. Este locus modificado se puede
usar para la insercién de segmentos genéticos VA y JA humanos para crear un locus enddgeno A de ratéon que
comprende segmentos genéticos VA y JA humanos, mediante lo cual, después de recombinacion en el locus
modificado, el animal produce cadenas ligeras A que comprenden segmentos genéticos VA y JA humanos
reordenados unidos a un segmento genético endégeno CA de raton.

La modificacion genética de un ratén para conseguir segmentos genéticos A endégenos no funcionales, en diversos
aspectos, da como resultado un ratdon que presentan exclusivamente cadenas ligeras K en su repertorio de
anticuerpos, haciendo que el ratén sea util para la evaluacién de la funcién de las cadenas ligeras A en la respuesta
inmune, inutil para preparar un repertorio de anticuerpos que comprende dominios Vk pero no dominios VA.

Con cualquier método conocido en la técnica se puede preparar un ratébn modificado genéticamente que expresa un
hVA unido a un gen CA de ratéon se ha de combinado en el locus enddgeno de la cadena ligera A de raton. Una
ilustracion esquematica (no a escala) de la sustitucion de los segmentos genéticos endégenos VA2-VA3-JA2 de ratén
con segmentos genéticos VA y JA humanos se proporcionan en la FIG. 4A. Como se ilustra, un locus enddgeno de la
cadena ligera A de raton que se ha convertido en no funcionar se sustituye con una construccién de direccion (Vector
de Direccion 12/1-A) que incluye un casete de neomicina flanqueado por sitios de recombinaciéon. Los segmentos
genéticos VA2-VA3-JA2 se sustituyen con un fragmento genémico que contiene secuencia A humana que incluye 12
segmentos genéticos hVA y un solo segmento genético hJA.

Por lo tanto, este primer enfoque coloca uno o mas segmentos genéticos hVA en el locus enddégeno de la cadena
ligera A contiguo con un solo segmento genético hJA (FIG. 4A).

Se pueden conseguir modificaciones adicionales para el locus endégeno de la cadena ligera A usando técnicas
similares para insertar mas segmentos genéticos hVA. Por ejemplo, en la FIG. 5A se proporcionan ilustraciones
esquematicas de dos construcciones de direccion adicionales (Vectores de Direccion A y +12-A) usadas para
insercion progresiva de segmentos genéticos hVA humanos. Como se ilustra, los fragmentos germanicos adicionales
que contienen segmentos genéticos hVA humanos especificos se insertan en el locus endégeno modificado de la
cadena ligera A en etapas sucesivas usando homologia proporcionada por la insercién anterior de secuencias de
cadena ligera A humana. Después de la recombinacién con cada construccion de direccion ilustrada, de una forma
secuencial, se insertan 28 segmentos genéticos hVA adicionales en el locus endégeno modificado de la cadena
ligera A. Esto crea un locus quimérico que produce una proteina de cadena ligera A que comprende segmentos
genéticos VAJA humanos unidos a un gen CA de ratén.

Los enfoques mencionados anteriormente para insertar segmentos genéticos de la cadena ligera A humana en el
locus A de ratén, mantiene a los amplificadores colocados aguas abajo de los segmentos genéticos CA2-JA4-CA4
(denominados Enh 2.4, Enh y Enh 3.1 en la FIG. 4A y la FIG. 5A). Este enfoque da como resultado un solo alelo
modificado en el locus enddgeno de la cadena ligera A de ratén (FIG. 7A).

20



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2570 131 T3

También se desvelan composiciones y métodos para preparar un ratdon que expresa una cadena ligera que
comprende segmentos genéticos VA y JA unidos de forma operativa a un segmento genético CA de ratdn, incluyendo
composiciones y métodos para preparar un ratéon que expresa tales genes de un locus enddgeno de la cadena ligera
A de ratén. Los métodos incluyen la conversién de forma selectiva de un grupo genético endégeno VA-JA-CA de raton
no funcional (por ejemplo, mediante una supresion dirigida), y el uso de segmentos genéticos VA y JA en el locus
endogeno de la cadena ligera A de raton para expresar un dominio hVA en un ratén.

De forma alternativa, en un segundo enfoque, algunos segmentos genéticos de la cadena ligera A humana se
colocara en el locus endogeno de la cadena ligera k. La modificacion genética, en diversos aspectos, comprende
una supresion del locus enddégeno de cadena ligera k. Por ejemplo, para eliminar cadenas ligeras k de raton del
repertorio de anticuerpos enddgenos, se puede realizar una supresion de los segmentos genéticos Vk y Jk de raton.
También se desvelan embriones de raton modificados genéticamente, células, y construcciones de direccion para
preparar los ratones, embriones de raton, y células.

Por razones indicadas anteriormente, la supresion de los segmentos genéticos VK y Jk de ratén usa una interrupcion
relativamente minima. Una ilustracién esquematica (no a escala) de los segmentos genéticos VK y Jk de raton
suprimidos se proporciona en la FIG. 3. Los segmentos genéticos endégenos VK y Jk de ratén se eliminan a través
supresion mediada por recombinasa de posicion de secuencias de ratdn entre dos vectores de direccion colocados
de forma precisa cada uno usando sitios de recombinacién especifica del sitio. Un primer vector de direccion (Vector
de Direccion Jk) se usa en un primer suceso de direccion para suprimir los segmentos genéticos Jk de ratéon. Un
segundo vector de direccion (Vector de Direccion VKk) se usa en un segundo suceso de direccidn, secuencial para
suprimir una secuencia situada en la posicién 5’ del segmento genético Vk de raton mas distal. Ambos vectores de
direccién contienen sitios de recombinacion especificos del sitio que permiten de este modo la supresion selectiva
tanto de los casetes de seleccion como de todas las secuencias de cadena ligera k de ratén que intervienen después
de que se haya conseguido una direccion satisfactoria. El locus suprimido resultante se silencia de forma funcional
porque no se puede producir ninguna cadena ligera Kk enddgena. Este locus modificado se puede usar para la
insercion de segmentos genéticos VA y JA para crear un locus enddgeno k de ratdn que comprende segmentos
genéticos VA y JA, mediante lo cual, después de la recombinacién en el locus modificado, el animal produce cadenas
ligeras A que comprenden segmentos genéticos VA y JA reordenados unidos de forma operativa a un segmento
genético endégeno Ck de ratdn. Se pueden usar diversos vectores de direccién que comprenden secuencias de
cadena ligera A humana en conjunto con este locus k de ratén suprimido para crear un locus hibrido de cadena ligera
que contiene segmentos genéticos A humanos unidos de forma operativa con una regién Ck de ratén.

Por lo tanto, un segundo enfoque de posiciones de uno o mas segmentos genéticos VA humanos se colocan en el
locus de la cadena ligera de raton k contiguo con un solo segmento genético JA humano (Vector de Direccion 12/1-k,
FIG. 4B).

Se pueden realizar modificaciones en este enfoque para afiadir segmentos genéticos y/o secuencias reguladoras
para optimizar el uso de las secuencias de cadena ligera A humana del locus k de ratén dentro del repertorio de
anticuerpos del ratén.

En un tercer enfoque, uno o mas segmentos genéticos hVA se colocan en el locus de cadena ligera k de ratén
contiguo con cuatro secuencias genéticas hJA (Vector de Direccion 12/4-k en la FIG. 4B).

En un tercer enfoque, uno o mas segmentos genéticos hVA se colocan en el locus de cadena ligera k de raton
contiguo con una secuencia intergénica kK humana y una sola secuencia genética hJA (Vector de Direccion 12(k)1-K,
FIG. 4B).

En un cuarto enfoque, uno o mas segmentos genéticos hVA se colocan en el locus de cadena ligera k de ratén
contiguo con una secuencia intergénica kK humana y cuatro secuencias genéticas hJA (Vector de Direccion 12(k)4-k
en la FIG. 4B).

Todos los enfoques mencionados anteriormente para insertar segmentos genéticos de la cadena ligera A humana en
el locus k de ratén, mantienen el elemento amplificador intronico de k aguas arriba del gen Ck (denominado Ecki, FIG.
4B y FIG. 5B) y el elemento amplificador de k en la posicion 3’ aguas abajo del gen Ck (denominado Ek3’, FIG. 4B y
FIG. 5B). Los enfoques dan como resultado cuatro alelos modificados separados en el locus endégeno de cadena
ligera k de raton (FIG. 7B).

En diversos aspectos, el ratén modificado genéticamente comprende una supresion genética en el locus endégeno
de la cadena ligera A de ratén. En un aspecto, el locus de la cadena ligera A presenta supresion genética mediante
una estrategia que suprime la regiéon que se extiende de VA2 a JA2, y la regidon que se extiende de VA1 a CA1 (FIG.
2). Cualquier estrategia que reduzca o elimine la capacidad del locus endégeno de la cadena ligera A para expresar
dominios endégenos de A es adecuada para uso en esta divulgacion.

Anticuerpos de Dominio Lambda de Ratones Modificados Genéticamente
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Los ratones que comprenden secuencias A humanas ya sea en el locus de la cadena ligera kK 0o A de ratén
expresaran una cadena ligera que comprende una region hVA fusionada con una region C_ de ratéon (Ck o CA). Estas
se reproducen de forma ventajosa para ratones que (a) comprenden un locus de cadena ligera silenciado de forma
funcional (por ejemplo, una supresion genética del locus enddgeno de la cadena ligera k o A de ratén); (b)
comprenden un locus endégeno de la cadena ligera A de ratén que comprende segmentos genéticos hV y hJ unidos
de forma operativa a un gen endégeno CA de ratén; (c) comprenden un locus endégeno de cadena ligera k de ratén
que comprende segmentos genéticos hVk y hJk unidos de forma operativa a un gen endégeno Ck de raton; y, (d) un
raton en el que un alelo de kK comprende los hVk y los hJk; el otro alelo de k que comprende los hVA y los hJA; un
alelo de A que comprende los hVA y los hJA y un alelo de A silenciado o con supresion genética, o ambos alelos de A
que comprenden los hVA y los hJA; y, dos alelos de cadena pesada cada uno de los cuales que comprende los hV,
los hDy, y los hdu.

Los anticuerpos que comprenden los dominios hVA expresados en el contexto de cualquier Ck se usan para preparar
anticuerpos totalmente humanos mediante clonacién de los acidos nucleicos que codifican los dominios de hVA en
construcciones de expresion que portan genes que codifican el CA humano. Las construcciones de expresion
resultantes se transfectan en células hospedadoras adecuadas para la expresion de anticuerpos que presentan un
dominio de hVA completo fusionado con hCA.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos se proporcionan con el fin de describir cdmo preparar y usar métodos y composiciones de la
invencion, y no pretenden limitar el alcance de lo que los inventores contemplan como su invencién. A menos que se
indique de otro modo, la temperatura se indica en grados Celsius, y la presiéon es la atmosférica o casi la
atmosférica.

Ejemplo |
Supresion de los Loci de Cadena Ligera de Inmunoglobulina de Raton

Se realizaron diversas construcciones de direccion usando tecnologia VELOCIGENE® (véase, por ejemplo, los
documentos de Patente de Estados Unidos n.° 6.586.251 y Valenzuela et al. (2003) High-throughput engineering of
the mouse genome coupled with high-resolution expression analysis, Nature Biotech. 21 (6): 652-659) para modificar
bibliotecas de Cromosoma Atrtificial Bacteriano (BAC) gendmicas de ratén a la inactivar los loci de la cadena ligera k
y A de raton.

Supresion del locus de la cadena ligera A de ratén. El ADN del clon RP23-135k15 de BAC de ratén (Invitrogen)
se modific6 mediante recombinacién homologa para inactivar el locus endégeno de la cadena ligera A de ratén a
través de la supresion dirigida de los grupos de genes VA-JA-CA (FIG. 2).

En resumen, todo el grupo proximal que comprende los segmentos genéticos VA1-JA3-CA3-JA1-CA1 se suprimio en
un solo suceso de direccion usando un vector de direccién que comprende un casete de neomicina flanqueado por
sitios loxP con una rama de homologia de ratén en la posiciéon 5 que contenia la secuencia en la posicion 5’ del
segmento genético VA1 y una rama de homologia de ratdon en la posiciéon 3’ que contenia la secuencia en la posicion
3’ del segmento genético CA1 (FIG. 2, Vector de Direccion 1).

Una segunda construccién de direccion se prepard para suprimir de forma precisa el grupo genético endégeno A de
raton distal que contenia VA2-JA2-CA2-JA4-CA4 excepto porque la construccion de direccion contenia una rama de
homologia de ratén en la posiciéon 5’ que contenia la secuencia en la posicion 5 del segmento genético VA2 y una
rama de homologia de raton en la posicion 3’ que contenia la secuencia en la posicién 5 para el segmento genético
endogeno CA2 (FIG. 2, Vector de Direccion 2). Por lo tanto, la segunda construccion de direccion VA2-JA2 se elimina
de forma precisa, a la vez que se deja a CA2-JA4-CA4 intacto en el locus enddgeno A de ratdn. Las células ES que
contienen un locus enddégeno A inactivado (como se ha descrito anteriormente) se confirmaron con métodos de
formacion de cariotipos y de identificacion sistematica (por ejemplo, TAQMAN®) conocidos en la técnica. A
continuacion, el ADN se aislé de las células ES modificadas y se sometid a tratamiento con CRE recombinasa
mediando de este modo la supresion del casete de direccion proximal que contenia al gen marcador de neomicina,
dejando solamente un solo sitio de loxP en el punto de supresion (FIG. 2, parte inferior).

Supresién del locus de la cadena ligera k de ratén. Se prepararon varias construcciones de direccién usando
métodos similares a los descritos anteriormente para modificar el ADN de los clones RP23-302g12 y RP23-254m04
de BAC de raton (Invitrogen) mediante recombinacién homadloga para inactivar el locus de cadena ligera k de ratén
en un proceso de dos etapas (FIG. 3).

En resumen, los segmentos genéticos Jk (1-5) del locus enddégeno de cadena ligera k de ratdn se suprimieron en un
solo suceso de direccidon usando un vector de direccion que comprendia un casete de higromicina-timidina quinasa
(hyg-TK) que contenia un solo sitio loxP en la posiciéon 3’ con respecto al casete de hyg-TK (FIG. 3, Vector de
Direccion Jk). Las ramas de homologia usadas para preparar este vector de direccidn contenian secuencia
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gendmica de raton en las posiciones 5’ y 3’ de los segmentos genéticos enddgenos Jk de ratén. En un segundo
suceso de direccion, se preparé un segundo vector de direccidon para suprimir una porcion de la secuencia genémica
de ratén aguas arriba (5’) con respecto al segmento genético endégeno Vk de ratén mas distal (FIG. 3, Vector de
Direccion Vk). Este vector de direccion contenia un sitio lox511 invertido, un sitio loxP y un casete de neomicina. Las
ramas de homologia usadas para preparar este vector de direccién contenian secuencia gendémica de raton aguas
arriba del segmento genético Vk de ratdn mas distal. Los vectores de direccion se usaron de una manera secuencial
(es decir, JK la continuacién Vk) para dirigir el ADN en las células ES. Las células ES que portan un cromosoma de
doble direccion (es decir, un solo locus endégeno k de raton dirigido con ambos vectores de direccion) se
confirmaron mediante métodos de formacion de cariotipos e identificacion sistematica (por ejemplo, Tag-man™)
conocidos en la técnica. A continuacion, el ADN se aislé de las células ES modificadas y se sometié a tratamiento
con Cre recombinasa mediando de este modo la supresion de los segmentos genéticos endégenos Vk de ratén y
ambos casetes de seleccion, a la vez que se dejan dos sitios lox yuxtapuestos en orientacion opuesta entre si (FIG.
3, parte inferior; SEQ ID NO: 1).

Por lo tanto, se crearon dos loci endogenos modificados de cadena ligera (k y A) que contenian regiones
amplificadoras y regiones constantes intactas para la insercion de forma progresiva de segmentos genéticos de linea
germinal A humana sin reordenar de una manera precisa usando vectores de direccion que se describen a
continuacion.

Ejemplo Il
Sustitucion de Loci de Cadena Ligera de Ratéon con un Mini-Locus de Cadena Ligera A Humana

Se modificaron por ingenieria multiples vectores de direccion para insercién progresiva de segmentos genéticos A
humanos en los loci endégenos de la cadena ligera kK y A de ratén usando métodos similares a los que se han
descrito anteriormente. Se realizaron multiples modificaciones iniciales independientes a los loci endégenos de
cadena ligera produciendo cada 11 locus de cadena ligera quimérica que contenia los segmentos genéticos VA y JA
unidos de forma operativa a genes y elementos amplificadores constantes de cadena ligera de ratén.

Un mini-locus A humano que contiene 12 VA humanos y un segmento genético JA humano. Una serie de
vectores de direccion iniciales se modificaron por ingenieria para que contuvieran los primeros 12 segmentos
genéticos VA humanos consecutivos del grupo A y un segmento genético hJA1 o cuatro segmentos genéticos hJA
usando un clon de BAC humano denominado RP11-729g4 (Invitrogen). Las FIGs. 4A y 4B muestran los vectores de
direccidon que se construyeron para preparar una insercion inicial de los segmentos genéticos de la cadena ligera A
humana en los loci de la cadena ligera A y k de ratdn, respectivamente.

Para un primer conjunto de vectores de direccion iniciales, un fragmento de ADN de 124.125 pb del clon de BAC
729g4 que contenia 12 segmentos genéticos hVA y un segmento genético hJA1 se modificd por ingenieria para que
contuviera un sitio PI-Scel de 996 pb aguas abajo (3’) del segmento genético hJA1 para ligacion de la rama de
homologia de ratén en la posicién 3. Se usaron dos conjuntos diferentes de ramas de homologia para ligaciéon a
este fragmento humano; un conjunto de ramas de homologia contenian secuencias endégenas A de raton del clon
de BAC 135k15 (FIG.4A) y otro conjunto contenian la secuencia enddgena k en las posiciones 5’ y 3’ de los
segmentos genéticos VK y Jk de ratdn de los clones RP23-302g12 y RP23-254m04, respectivamente de BAC (FIG.
4B).

Para el Vector de Direccién 12/1-A (FIG. 4A), un sitio PI-Scel se modificé por ingenieria en el extremo en la posicion
5’ de un fragmento de ADN de 27.847 pb que contenia el CA2-JA4-CA4 de raton y el elemento amplificador 2.4 del
locus A de ratdon modificado descrito en el Ejemplo 1. El fragmento de raton de ~28 kb se us6 como una rama de
homologia en la posiciéon 3’ mediante ligacion con el fragmento A humano de ~124 kb, que cre6 una union en la
posicion 3’ que contenia, de la posicion 5’ a la posicion 3’, un segmento genético hJA1, de 996 pb de la secuencia A
humana en la posicion 3’ del segmento genético hJA1, 1229 pb de la secuencia A de ratdon en la posicion 5’ con
respecto al gen CA2 de ratdn, el gen CA2 de raton y la porcidn restante del fragmento de ratén de ~28 kb. Aguas
arriba (5’) del segmento genético VA3-12 se encontraban 1456 pb de la secuencia A humana antes del inicio de la
rama de homologia de ratén en la posicion 5, que contenia 23.792 pb del ADN gendmico de raton que
correspondian a la secuencia en la posicion 5’ del locus endégeno A de raton. Entre la rama de homologia en la
posicion 5’ y el comienzo de la secuencia A humana habia un casete de neomicina flanqueado por sitios de Frt.

Por lo tanto, el Vector de Direccién 12/1-A incluia, de la posicion 5’ a la posicion 3’, una rama de homologia en la
posicion 5’ que contenia ~24 kb secuencia gendmica A de raton en la posicion 5 del locus endégeno A, un sitio de
Frt en la posicién 5, un casete de neomicina, un sitio de Frt en la posicidén 3’, ~123 kb de la secuencia genémica A
humana que contenian los primeros 12 segmentos genéticos hVA consecutivos y un segmento genético hJA1, un
sitio PI-Scel, y una rama de homologia en la posicion 3’ que contenia ~28 kb de la secuencia gendmica de ratén que
incluia los segmentos genéticos enddgenos CA2-JA4-CA4, la secuencia 2.4 amplificadora de raton y la secuencia
genomica de ratén adicional aguas abajo (3’) del elemento amplificador 2.4 (FIG. 4A).

De una manera similar, el Vector de Direccion 12/1-k (FIG. 4B) usaba el mismo fragmento A humano de ~124 kb con
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la excepcion de que se usaron las ramas de homologia de ratén que contenian la secuencia k de raton de modo que
la direccién al locus enddgeno k se pudo conseguir mediante recombinacion homaéloga. Por lo tanto, el Vector de
Direccion 12/1-k incluia, de la posicion 5’ a la posicién 3’, una rama de homologia en la posiciéon 5’ que contenia ~23
kb de la secuencia gendmica de raton 5’ del locus enddgeno k, un sitio I-Ceul, un sitio de Frt en la posicién 5, un
casete de neomicina, un sitio de Frt en la posicion 3’, ~124 kb de la secuencia genémica A humana que contenia los
primeros 12 segmentos genéticos hVA consecutivos y un segmento genético hJA1, un sitio PI-Scel, y una rama de
homologia en la posicion 3’ que contenia ~28 kb de la secuencia genémica de ratén incluyendo el gen endégeno Ck
de raton, Eki y Ek3’ y la secuencia gendmica de ratdn adicional aguas abajo (3’) de Ek3’ (FIG. 4B, Vector de
Direccion 12/1-«).

La recombinacion homaéloga con cualquiera de estos dos vectores de direccion inicial cre6 un locus de cadena ligera
de ratén (k o A) modificado que contenia 12 segmentos genéticos hVA y un segmento genético hJA1 unidos de forma
operativa al gen constante endégeno de la cadena ligera de ratén y genes amplificadores (Ck o CA2 y Exi/Ek3’ o Enh
2.4/Enh 3.1) que, después de recombinacién, conduce a la formacién de una cadena ligera A quimérica.

Un mini-locus A humano con 12 VA humanos y cuatro segmentos genéticos JA humanos. En otro enfoque
para afiadir diversidad a un locus de cadena ligera A quimérica, un tercer vector de direccion inicial se modificd por
ingenieria para insertar los primeros 12 segmentos genéticos VA humanos consecutivos del grupo A y los segmentos
genéticos hJA1, 2, 3 y 7 en el locus de la cadena ligera k de ratén (FIG. 4B, Vector de Direccién 12/4-k). Un
segmento de ADN que contenia los segmentos genéticos hJA1, JA2, JA3 y JA7 se prepard mediante sintesis de ADN
de novo (Integrated DNA Technologies) incluyendo cada segmento genético JA y la secuencia gendmica de ~100 pb
de ambas regiones inmediatas en las posiciones 5’ y 3’ de cada segmento genético JA. Un sitio PI-Scel se modifico
por ingenieria en el extremo en la posicién 3’ de este fragmento de ADN de ~1 kb y se ligd con un casete de
cloroamfenicol. Las ramas de homologia se amplificaron con PCR a partir de la secuencia A humana en las
posiciones 5 y 3’ con respecto al segmento genético hJA1 del clon 729g4 de BAC humano. La recombinacion
homdloga con este vector de direccion intermedio se realizdé en un clon de 729g4 modificado que se habia dirigido
anteriormente aguas arriba (5’) del segmento genético VA3-12 humano con un casete de neomicina flanqueado por
sitios de Frt, que también contenian un sitio I-Ceul en la posicién 5’ con respecto a la posicion 5’ del sitio de Frt. El
clon de BAC 729g4 de doble direccion incluia de la posiciéon 5 a la posicion 3’ un sitio I1-Ceul, un sitio de Frt en la
posicion 5, un casete de neomicina, un sitio de Frt en la posicién 3’, un fragmento de ~123 kb que contenia los
primeros 12 segmentos genéticos hVA, un fragmento de ~1 kb que contenian los segmentos genéticos JA1, 2,3y 7
humanos, un sitio PI-Scel, y un casete de cloroamfenicol. Este vector de direccion intermedio se digirié . Con I-Ceul y
PI-Scel y posteriormente se ligd en el clon de BAC de ratén modificado (descrito anteriormente) para crear el tercer
vector de direccion.

Esta ligacion dio como resultado un tercer vector de direccién para insercion de secuencias A humanas en el locus
enddgeno de la cadena ligera K, que incluia, de la posicion 5’ a la posicion 3’, una rama de homologia de ratén en la
posicién 5’ que contenia ~23 kb de la secuencia gendmica en la posicién 5’ del locus enddgeno k de ratdn, un sitio I-
Ceul, un sitio de Frt en la posicion 5’, un casete de neomicina, un sitio de Frt en la posiciéon 3’, un fragmento de ~123
kb que contenia los primeros 12 segmentos genéticos hVA, un fragmento de ~1 kb que contenian los segmentos
genéticos hJA1, 2, 3 y 7, un sitio PI-Scel y una rama de homologia en la posiciéon 3’ que contenia ~28 kb de la
secuencia genomica de raton incluyendo el gen endégeno Ck de ratén, Exi y Ek3’ y la secuencia genémica de ratén
adicional aguas abajo (3’) de Ek3’ (FIG. 4B, Vector de Direccidon 12/4-k). La recombinacion homologa con este tercer
vector de direccidon cred un locus modificado de la cadena ligera k de ratdon que contenia 12 segmentos genéticos
hVA y cuatro hJA segmentos genéticos unidos de forma operativa al gen endégeno Ck de raton, que después de
recombinacion, conduce a la formacién de una cadena ligera quimérica A humana/k de ratén.

Un mini-locus A humano con una secuencia de la cadena ligera K integrada.

De una manera similar, dos vectores de direccion adicionales similares a los modificados por ingenieria para
preparar una insercion inicial de los segmentos genéticos A humanos en el locus endégeno de la cadena ligera k
(FIG. 4B, Vectores de Direccion 12/1-k y 1214-k) se modificaron por ingenieria para insertar de forma progresiva
segmentos genéticos de la cadena ligera A humana usando vectores de direccidon construidos de forma Unica que
contenian secuencias gendémicas A y kK humanas contiguas. Estos vectores de direccidn se construyeron para incluir
una secuencia genémica kK humana de ~ 23 kb situada de forma natural entre los segmentos genéticos human Vk 4-
1y Jk1 humanos. Esta secuencia genémica k humana se colocé de forma especifica en estos vectores de direccion
adicionales entre VA humano y los segmentos genéticos JA humanos (FIG. 4B, Vectores de Direccion 12(k)1-k y
12(K)4-K).

Ambos vectores de direccidon que contienen la secuencia gendmica kK humana se prepararon usando el clon de BAC
RP11-729g4 modificado descrito anteriormente (FIG. 6). Este clon de BAC estaba dirigido con un casete de
seleccion de espectinomicina flanqueado con sitios de restriccion Notl y AsiSI (FIG.6, parte superior a la izquierda).
La recombinacion homologa con el casete de espectinomicina dio como resultado un clon de BAC 729g4 de doble
direccién que incluia, de la posiciéon 5 a la posicién 3’, un sitio de I-Ceul, un sitio de Frt en la posicion 5’, un casete
de neomicina, un sitio de Frt en la posicién 3’, un fragmento de ~123 kb que contenia los primeros 12 segmentos
genéticos hVA, un sitio de Notl aproximadamente 200 pb aguas abajo (3’) con respecto a la secuencia de nonamero
del segmento genético hVA3-1, un casete de espectinomicina y un sitio de AsiSI. Un clon de BAC humano separado
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que contenia la secuencia Kk humana (CTD-2366j12) se dirigi6 dos veces independientes para modificar por
ingenieria los sitios de restriccion en las posiciones entre los segmentos genéticos hVk4-1 y hJk1 para permitir la
clonacion posterior de un fragmento de ~23 kb para ligacién con los segmentos genéticos hVA contenidos en el clon
de BAC 729g4 modificado de doble direccién (FIG. 6, parte superior izquierda a la derecha).

En resumen, el clon 2366j12 de BAC tiene un tamario de aproximadamente 132 kb y contiene segmentos genéticos
hVk 1-6, 1-5, 2-4, 7-3, 5-2, 4-1, secuencia gendmica Kk humana aguas abajo de los segmentos genéticos VK,
segmentos genéticos hdk 1-5, el hCk y aproximadamente 20 kb de secuencia gendmica adicional del locus «
humano. Este clon se dirigiéd primero con un vector de direcciéon que contenia un casete de higromicina flanqueado
por sitios de Frt y un sitio de Notl aguas abajo (3’) del sitio de Frt en la posicion 3. Las ramas de homologia para
este vector de direccidon contenian secuencia gendémica humana en las posiciones 5 y 3’ de los segmentos
genéticos Vk dentro del clon de BAC de modo que después de la recombinacion homdloga con este vector de
direccion, los segmentos genéticos Vk se suprimian y un sitio de Notl se modificé por ingenieria ~133 pb aguas
abajo del segmento genético hVk4-1 (FIG. 6, parte superior a la derecha). Este clon 2366j12 de BAC modificado se
dirigia en forma independiente con dos vectores de direccién en el extremo en la posicion 3’ para suprimir los
segmentos genéticos hJk con un casete de cloroamfenicol que también contenia cualquiera de un segmento
genético hJA1, un sitio de PI-Scel y un sitio de AsiSl o un fragmento genémico A humano que contenia cuatro
segmentos genéticos hJA (mencionado anteriormente), un sitio de PI-Scel y un sitio de AsiSI (FIG. 6, parte superior a
la derecha). Las ramas de homologia para estos dos vectores de direcciéon similares contenian secuencia en las
posiciones 5’ y 3’ de los segmentos genéticos hJk. La recombinacion homdloga con estos segundos vectores de
direccion y el clon 2366j12 de BAC modificado proporciond un clon 2366j12 de doble direcciéon que incluia, de la
posicién 5’ a la posicion 3, un sitio de Frt en la posicién 5’, un casete de higromicina, un sitio de Frt en la posicion 3’,
un sitio de Notl, un fragmento o genémico de 22.800 pb del locus kK humano que contenia la region intergénica entre
los segmentos genéticos Vk4-1 y Jk1, cualquiera de un segmento genético hJA1 o un fragmento genémico A humano
que contenia hJA1, JA2, JA3 y JA7, un sitio de PI-Scel y un casete de cloroamfenicol (FIG. 6, parte superior a la
derecha). Se consiguieron dos vectores de direccion finales para preparar las dos modificaciones adicionales
mediante dos etapas de ligacion usando los clones 729g4 y 2366j12 de doble direccion.

Los clones 729g4 y 2366j12 de doble direccion se digirieron con Notl y AsiS| proporcionan un fragmento que
contenia el casete de neomicina y segmentos genéticos hVA y otro fragmento que contenia el fragmento genémico
de ~23 kb del locus k humano que contenia la regidon en intergénica entre los segmentos genéticos Vk4-1 y Jk1,
cualquiera de un segmento genético hJA1 o un fragmento genémico que contenia los segmentos genéticos hJA1,
JA2, JA3 y JA7, el sitio PI-Scel y el casete de cloroamfenicol, respectivamente. La ligacion de estos fragmentos
genero dos clones de BAC unicos que contenian, de la posicidon 5 a la posicion 3’, los segmentos genéticos hVA, la
secuencia gendmica kK humana entre los segmentos genéticos Vk4-1 y Jk1, cualquiera de un segmento genético
hJA1 o un fragmento gendmico que contenia los segmentos genéticos hJA1, JA2, JA3 y JA7, un sitio de PI-Scel y un
casete de cloroamfenicol (FIG. 6, parte inferior). Estos nuevos clones de BAC se digirieron a continuacion con I-Ceul
y PI-Scel para liberar los fragmentos Unicos que contenian el casete de neomicina aguas arriba y las secuencias
contiguas A y k humanas y se ligaron en un clon 302g12 de BAC de ratén modificado que contenia, de la posicion &’
a la posicion 3’, secuencia gendmica de raton en la posicién 5’ del locus endégeno K, un sitio de |-Ceul, un sitio de
Frt en la posicion 5°, un casete de neomicina, un sitio de Frt en la posicion 3’, segmentos genéticos hVA (3-12 a 3-1),
un sitio de Notl ~200 pb aguas abajo de VA3-1, ~23 kb de la secuencia k humana encontrada en la naturaleza entre
los segmentos genéticos Vk4-1 y Jk1 humanos, cualquiera de un segmento genético hJA1 o un fragmento genémico
que contenian los segmentos genéticos hJA1, JA2, JA3 y JA7, el Eki de ratdn, el gen Ck de ratén y Ex3’ (FIG. 4,
12hVA-VkJk-hJA1 y 12hVA-VkJk-4hJA. Vectores de Direccion). La recombinacién homdéloga con ambos de estos
vectores de direccion creo6 dos loci de cadena ligera k de ratéon modificados separados que contenian 12 segmentos
genéticos hVA, secuencia gendmica Kk humana, y cualquiera de uno o cuatro segmentos genéticos hJA unidos de
forma operativa al gen enddégeno Ck de ratdon que, después de recombinacion, conduce a la formacion de una
cadena ligera de A humano/k de ratdn quimérica.

Ejemplo Il

Modificacion por Ingenieria de Segmentos Genéticos VA Humanos Adicionales En un Mini-Locus de Cadena
Ligera A Humana

Se anadieron segmentos genéticos hVA adicionales independientemente a cada una de las modificaciones iniciales
descritas en el Ejemplo 2 usando vectores de direccién y métodos similares (FIG. 5A, Vector de Direccion +16-A y
FIG. 5B, Vector de Direccion +16-k).

Introduccion de 16 segmentos genéticos VA humanos adicionales. Las ramas de homologia aguas arriba (5’)
usadas en la construccion de vectores de direccidn para afadir 16 segmentos genéticos hVA adicionales a los loci de
cadena ligera modificada descritas en el Ejemplo 2 contenian secuencia gendmica de ratén en la posiciéon 5’ de
cualquiera de los loci enddgenos de cadena ligera Kk o A. Las ramas de homologia en la posicion 3’ eran las mismas
para todos los vectores de direccion y contenian secuencia genémica humana que se superponian con el extremo
en la posicion 5’ de la secuencia A humana de las modificaciones como se describe en el Ejemplo 2.
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En resumen, dos vectores de direccion se modificaron por ingenieria para introduccion de 16 segmentos genéticos
hVA adicionales a los loci de cadena ligera de ratén modificados descritos en el Ejemplo 2 (FIG. 5A y 5B, Vector de
Direccion +16-A o +16-k). Un fragmento de ADN de ~172 kb del clon RP11-761113 de BAC (Invitrogen) que contenia
21 segmentos genéticos hVA consecutivos del grupo A se modificéd por ingenieria con una rama de homologia en la
posicién 5’ que contenia la secuencia gendmica de ratén en la posicion 5 con respecto a cualquiera de los loci
endogenas de la cadena ligera kK o A y una rama de homologia en la posicion 3’ que contenia la secuencia genémica
A humana. Las ramas de homologia k o A de raton en la posicidon 5’ usadas en estas construcciones de direccion
eran las mismas ramas de homologia en la posiciéon 5 descritas en el Ejemplo 2 (FIG. 5A y 5B). La rama de
homologia en la posicién 3’ incluia un solapamiento de 53.057 pb de la secuencia genémica A humana que
correspondia al extremo en la posicién 5’ equivalente del fragmento de ~123 kb de la secuencia genémica A humana
descrita en el Ejemplo 2. Estos dos vectores de direccion incluian, de la posicién 5’ a la posicion 3’, una rama de
homologia de ratén en la posicién 5’ que contenia cualquiera de ~23 kb de la secuencia gendémica en la posicién &’
del locus enddgeno de cadena ligera k de raton o ~24 kb de la secuencia gendmica de raton 5’ del locus endégeno
de la cadena ligera A, un sitio de Frt en la posicidon 5, un casete de higromicina, un sitio de Frt en la posicién 3’ y
171.457 pb de la secuencia genémica A humana que contenia 21 segmentos genéticos hVA consecutivos, ~53 kb
que se superponen con el extremo en la posicion 5’ de la secuencia A humana descrita en el Ejemplo 3 y sirve como
la rama de homologia en la posicién 3’ para esta construccion de direccion (FIG. 5A y 5B, Vectores de Direccion
+16-A 0 +16-K). La recombinacion homologa con estos vectores de direccion cred loci de la cadena ligera k y A de
raton modificados de forma independiente conteniendo cada uno 28 segmentos genéticos hVA un segmento
genético hJA1 unidos de forma operativa a los genes enddgenos constantes de raton (Ck o CA2) que, después de
recombinacion, conduce a la formacién de una cadena ligera quimérica.

De una manera similar, el Vector de Direccién +16-k también se usé para introducir los 16 segmentos genéticos hVA
adicionales a las otras modificaciones iniciales descritas en el Ejemplo 2 que incorporaban multiples segmentos
genéticos hJA con y sin una secuencia Kk humana integrada (FIG. 4B). La recombinaciéon homdloga con este vector
de direccion en el locus enddgeno k de ratdn que contenia las otras modificaciones iniciales cre6 loci de cadena
ligera k de ratdén que contenian 28 segmentos genéticos hVA y hJA1, 2, 3 y 7 segmentos genéticos con y sin una
secuencia genomica Vk-Jk humana unidos de forma operativa al gen endoégeno Ck de ratén que, después de
recombinacion, conduce a la formacién de una cadena ligera A-k quimérica.

Introduccion de 12 segmentos genéticos VA humanos adicionales. Se afiadieron segmentos genéticos hex
adicionales de forma independiente a cada una de las modificaciones descritas anteriormente usando vectores de
direccidon y métodos similares. La estructura del locus final que resulta de la recombinacién homdéloga con vectores
de direccion que contienen segmentos genéticos hVA adicionales se muestra en la FIG. 7A 'y 7B.

En resumen, un vector de direccion se modificd por ingenieria para introduccion de 12 segmentos genéticos hVA
adicionales a los loci de cadena ligera k y A de ratéon modificados descritos anteriormente (FIG. 5A y 5B, Vectores de
Direccion +12-A o 12-k). Un fragmento de ADN de 93.674 pb del clon RP11-22118 de BAC humano (Invitrogen) que
contenia 12 segmentos genéticos hVA consecutivos del grupo B se modificé por ingenieria con una rama de
homologia en la posicidon 5’ que contenia la secuencia gendmica de ratén en la posicién 5’ para cualquiera de los loci
endogenos de cadena ligera k o A de raton y una rama de homologia en la posicién 3’ que contenia la secuencia A
gendmica humana. Las ramas de homologia en la posicién 5 usadas en esta construccion de direccion fueron las
mismas ramas de homologia en la posicién 5 usadas para la adicién de 16 segmentos genéticos hVA descrita
anteriormente (FIG. 5A y 5B). La rama de homologia en la posicion 3’ se preparé mediante modificacion por
ingenieria de un sitio de PI-Scel de ~3431 pb en la posicion 5’ con respecto al segmento genético VX3-29P humano
contenido en un fragmento genémico de 27.468 pb de la secuencia A humana del clon RP11-761113 de BAC. Este
sitio de PI-Scel sirvi6 como un punto de ligacion para unir el fragmento de ~94 kb de la secuencia A humana
adicional para la modificacién usando el fragmento de ~27 kb de la secuencia A humana que se superpone con el
extremo en la posicién 5 de la secuencia A humana en la modificacion anterior usando los Vectores de Direccién
+16-A 0 +16-k (FIG. 5A y 5B). Estos dos vectores de direccion incluian, de la posicion 5 a la posicion 3’, una rama
de homologia en la posicién 5’ que contenia cualquiera de ~23 kb de la secuencia gendmica de raton en la posicion
5’ del locus enddégeno de cadena ligera k Dr de ~24 kb de la secuencia gendémica de ratén en la posicion 5 del locus
enddégeno de la cadena ligera A, un sitio de Frt en la posicién 5’, un casete de neomicina, un sitio de Frt en la
posicién 3’ y 121.188 pb de la secuencia genémica A humana que contenia 16 segmentos genéticos hVA y un sitio
de PI-Scel; ~27 kb que se superponen con el extremo en la posiciéon 5’ de la secuencia A humana de la insercion de
16 segmentos genéticos hVA adicionales y sirve como la rama de homologia en la posicién 3’ para esta construccion
de direccion (FIG. 5A y 5B, Vectores de Direccion +12-A o 12-k). La recombinacién homadloga con estos vectores de
direccioén cred de forma independiente loci modificados de cadena ligera k y A de ratén que contenian 40 segmentos
genéticos hVA y JAM humano unidos de forma operativa a los genes enddgenos constantes de ratén (Ck o CA2) que,
después de recombinacién, conduce a la formaciéon de una cadena ligera quimérica (parte inferior de la FIG.5A y
5B).

De una manera similar, el Vector de Direccion +12-k también se usé para introducir los 12 segmentos genéticos hVA
adicionales a las otras modificaciones iniciales que incorporaban multiples segmentos genéticos hJA con y sin una
secuencia K humana integrada (FIG. 4B). La recombinacién homéloga con este vector de direccion en el locus
enddgeno k de ratén que contenia las otras modificaciones cre6 un locus de cadena ligera k de ratdon que contenia
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40 segmentos genéticos kVA y segmentos genéticos hJA1, 2, 3 y 7 con y sin una secuencia genémica Vk-Jk humana
unidos de forma operativa al gen endégeno Ck de ratén, que después de recombinacion, conduce la formacion de
una cadena ligera A-k quimérica.

Ejemplo IV
Identificacion de células ES dirigidas que Portan Segmentos Genéticos de Cadena Ligera A Humana

El ADN de BAC dirigido preparado de acuerdo con los varios permiten ejemplos mencionados anteriormente se uso
para electroporar células ES de raton para crear células ES modificadas para generar ratones quiméricos que
expresan segmentos genéticos de la cadena ligera A humana. Las células ES que contienen una insercién de
segmentos genéticos sin reordenar de la cadena ligera A humana se identificaron con un ensayo TAQMAN®
cuantitativo. Se disefiaron conjuntos de cebadores y sondas para insercién de secuencias A humanas y casetes de
seleccién asociados (ganancia de alelo, GOA), pérdida de secuencias endoégenas de ratén y cualquier casete de
seleccion (pérdida de alelo, LOA) y retencion de secuencias de raton de franqueo (retencién de alelo, AR). Para
cada insercion adicional de secuencias A humanas, se usaron conjuntos de cebador y sondas adicionales para
confirmar la presencia de las secuencias A humanas adicionales asi como los conjuntos de cebador y sondas
anteriores para confirmar la retencion de las secuencias humanas dirigidas anteriormente. La Tabla 1 establecen los
cebadores y sondas asociadas usados en los ensayos de PCR cuantitativa. La Tabla 2 establece las combinaciones
usadas para confirmar la insercidén de cada seccion de segmentos genéticos de la cadena ligera A humana en clones
de linfocitos ES.

Las células ES que portan los segmentos genéticos de la cadena ligera A humana se transfectaron de forma
opcional con una construccién que expresa FLP para eliminar el casete de neomicina de Frt introducido por la
insercion de la construccion de direccion que contiene segmentos genéticos VA5-52-VA1-40 humanos (FIG. 5A y
5B). El casete de neomicina se puede eliminar opcionalmente cruzando ratones que expresan FLP recombinasa (por
ejemplo, documento de patente US 6.774.279). De forma opcional, el casete de neomicina se retiene en el ratén.

Tabla 1

Sonda SEQID NO: Sonda SEQ ID NO:
hL2F 2

hL2P 24
hL2R 3
hL3F 4

hL3P 25
hL3R 5
NeoF 6

NeoP 26
NeoR 7
61hJ1F 8

61hJ1P 27
61hJ1R 9
67hT1F 10

67hT1P 28
67hT1R 11
67hT3F 12

67hT3P 29
67hT3R 13
HygF 14

HygP 30
HygR 15 yo
MKD2F 16

MKD2P 31
MKD2R 17
MKP8F 18

MKP8P 32
MKP8R 19
MKP15F 20 MKP15P 33
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Sonda SEQ ID NO: Sonda SEQID NO:
MKP15R 21
MK20F 22
MKP4R 23 i i
68h2F 34
68h2P 38
68h2R 35
68h5F 36
68h5P 39
68h5R 37
mL1F 75
mL1P 83
mL1R 76
mL2F 77
mL2P 84
mL2R 78
mL11F 79
mL11P 85
mL11R 80
mL12F 81
mL12P 86
mL12R 82
Tabla 2
Modificacién Ensayo Cpnjunto de Cebador Sonda Posicion de la Secuencia
Directo\inverso
hL2F/hL2R hL2P hVA3-12 - hVA 3-1
hL3F/hL3R hL3P
GOA .
61hJ1F/61hJ1R 61hJ1P Secuencia hJA
NeoF/NeoR NeoP Casete de neomicina
MK20F/MKP4R Secuencia lox511/loxP del locus k
- inactivado
HygF/HygR HygP Casete de higromicina del locus A
Insercion de 12 hVA y inactivado
hJAM LOA  |mLIF/mLIR mL1P
Grupo VA1-CA1 de Ratén
mL2F/mL2R mL2P
mL11 F/mL11 R mL11P
G VA2-CA2 de Raté
mL12F/mL12R mL12P rupo e Raton
MKD2F/MKD2R MKD2P Secuencia de raton en el locus Vk en la
10 posicién 5’
AR/LOA
MKP15F/MKP15R MKP15P  |Secuencia de raton en el locus Vk en la
posicion 3’
67hT1F/67hT1R 67hT1P
hVA3-27 - hVkA3-12
GOA |67hT3F/67hT3R 67hT3P
Inserciéon de 16 hVA
HygF/HygR HygP Casete de higromicina
LOA |NeoF/NeoR NeoP Casete de neomicina
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Modificacion Ensayo Cf)njunto de Cebador Sonda Posicion de la Secuencia
Directo\inverso
mL1F/mL1R mL1P Grupo VA1-CA1 de Ratén
mL2F/mL2R mL2P Grupo VA1-CA1 de Ratén
LOA  |mL11F/mL11R mL11P
Grupo VA2-CA2 de Raton
mL12F/mL12R mL12P
hL2F/hL2R hL2P
AR hVA3-12 - hVA3-1
hL3F/hL3R hL3P
MKD2F/MKD2R MKD2P . |sSecuencia de ratén en el locus Vk en la
posicion 5’
AR/LOA
MKP15F/MKP15R MKP15P  |Secuencia de ratén en el locus Vk en la
posicién 3’
68h2F/68h2R 68h2P
hV7A5-52 - hVA1-40
GOA |68h5F/68h5R 68h5P
NeoF/NeoR NeoP Casete de neomicina
HygF/HygR HygP Casete de higromicina
mL1F/mL1R mL1P
Grupo VA1-CA1 de Ratén
LOA |mL2F/mL2R mL2P uP
mL11F/mL11R mL11P
Grupo VA2-CA2 de Ratén
Insercién de 12 hVA mL12F/mL12R mL12P
hL2F/hL2R hL2P
hVA3-12 - hVA3-1
hL3F/hL3R hL3P
AR
67hT1 F/67hT1 R 67hT1P
hVA3-27 - hVA3-12
67hT3F/67hT3R 67hT3P
MKD2F/MKD2R MKD2P Secuencia de ratén en el locus VK en la
posicion 5’
AR/LOA
MKP15F/MKP15R MKP15P  |Secuencia de raton en el locus Vk en la
posicion 3’

Ejemplo V
Generacion de Ratones que Expresan Cadenas Ligeras A Humanas De un Locus Endégeno de Cadena Ligera

Las células ES dirigidas descritos anteriormente se usaron como células ES dadoras y se introdujeron en un embrién
de ratén en una etapa de 8 células con el método VELOCIMOUSE® (véase, por ejemplo, la Patente de Estados
Unidos n.° 7.294.754 y Poueymirou et al. (2007) FO generation mice that are essentially fully derived from the donor
gene-targeted ES cells allowing immediate phenotypic analyses Nature Biotech. 25 (1): 91-99. Se identificaron
segmentos genéticos de A humano que portaban independientemente VELOCIMICE® (ratones FO derivados
totalmente de la célula ES dadora) mediante formacién de fenotipicos usando una modificacién del ensayo de alelo
(Valenzuela et al., mencionado anteriormente) que detectaba la presencia de los segmentos genéticos A humanos
unicos (mencionado anteriormente).

Uso de la cadena ligera k:A de ratones que portan segmentos genéticos de la cadena ligera A humana. Se
analizaron ratones homocigotos para cada una de las tres inserciones sucesivas de segmentos genéticos hVA con
un solo segmento genético hJA (FIG. 5B) y ratones homocigotos para una primera insercion de segmentos genéticos
hVA con cualquiera de un solo segmento genético hJA o cuatro segmentos genéticos JA humanos incluyendo una
secuencia genémica Vk-Jk humana (FIG. 4B) para expresion de la cadena ligera Kk y A en esplenocitos usando
citometria de flujo.
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En resumen, se extirparon bazos de grupos de ratones (que variaban de tres a siete animales por grupo) y se
trituraron usando portaobjetos de vidrio. Después de la lisis de los glébulos rojos (RBC) con tampdn de lisis ACK
(Lonza Walkersville), los esplenocitos se tifieron con anticuerpos conjugados con colorante fluorescente especificos
para CD19 de raton (Clone 1 D3; BD Biosciences), CD3 de raton (17A2; Biolegend), Igk de raton (187.1; BD
Biosciences) e IgA de ratén (RML-42; Biolegend). Los datos se adquirieron usando un citometro de flujo BD™ LSR I
(BD Biosciences) y se analizaron usando el software FLOWJO™ (Tree Star, Inc.). La Tabla 3 expone los valores del
porcentaje medio para expresién de linfocitos B (CD19%), cadena ligera k (CD19%Igk’Ig\) y cadena ligera A
(CD19%Igk’lg") observada en esplenocitos de grupos de animales cada uno de los cuales portando modificacion
genética.

En un experimento similar, los contenidos de linfocitos B del compartimento esplénico de ratones homocigotos para
una primera insercion de 12 hVA y cuatro segmentos genéticos hJA que incluyen una secuencia gendémica Vk-Jk
humana unida de forma operativa al gen Ck de ratén (parte inferior de la FIG. 4B) y ratones homocigotos para 40
hVA y un segmento genético hJA (parte inferior de la FIG. 5B o parte superior de la FIG. 7B) se analizaron para la
expresion de Igx e IgkA usando citometria de flujo ( como se ha descrito anteriormente). La FIG. 8A muestra la
expresion de IgA e Igx en linfocitos B CD19" para un ratén representativo de cada grupo. El nimero de linfocitos B
CD19" por bazo también se registro para cada ratén (FIG. 8B).

En otro experimento, los contenidos de linfocitos B de los compartimentos del bazo y la médula 6sea de ratones
homocigotos para 40 hVA y cuatro segmentos genéticos hJA que incluyen una secuencia genémica Vk-Jk humana
unida de forma operativa al gen Ck de raton (parte inferior de la FIG. 7B) se analizaron para la evolucion a través del
desarrollo de linfocitos B usando citometria de flujo de diversos marcadores de superficie celular.

En resumen, se sacrificaron dos grupos (N = 3 cada uno, 9-12 semanas de edad, macho y hembra) de tipo silvestre
y ratones homocigotos para 40 hVA y cuatro segmentos genéticos hJA incluyendo una secuencia genémica Vk-Jk
humana unida de forma operativa al gen Ck de ratén y se extrajeron bazos y médula ésea. La médula ésea se
extrajo de los fémures con un lavado rapido con medio RPMI completo (medio RPMI complementado con un suero
bovino fetal, piruvato sédico, Hepes, 2-mercaptoetanol, aminoacidos no esenciales y gentamicina). Los RBC de
preparaciones de bazo y médula 6sea se lisaron con tampon de lisis ACK (Lonza Walkersville), seguido de lavado
con medio RPMI completo. Se incubaron 1 x 10° células con CD16/CD32 anti-raton (2.4G2, BD Biosciences) en
hielo durante 10 minutos, seguido de etiquetado con panel de anticuerpos seleccionados durante 30 min en hielo.

Panel de médula 6sea: FITC-CD43 anti-raton (1 B11, BioLegend), PE-ckit (2B8, BioLegend), PeCy7-IgM (11/41,
eBioscience), PerCP-Cy5.5-IgD (11-26c¢.2a, BioLegend), APC- B220 (RA3-6B2, eBioscience), APC-H7-CD19 (ID3,
BD) y Pacific Blue-CD3 (17A2, BioLegend).

Panel de médula ésea y bazo: FITC-Igk anti-ratén (187.1, BD), PE-Ig\ (RML-42, BioLegend), PeCy7-IgM (11/41,
ebioscience), PerCP-Cy5.5-IgD (11-26c¢.2a, BioLegend), Pacific Blue-CD3 (17A2, BioLegend), APC- B220 (RA3-6B2,
eBioscience), APC-H7-CD19 (ID3, BD).

Después de la tincidn, las células se lavaron y se fijaron en formaldehido al 2 %. La adquisicion de los datos se
realizé en un citdmetro de flup FACSCANTOII™ (BD Biosciences) y se analizé con el software FLOWJO™ (Tree
Star, Inc.). Las FIGs. 9A - 9D muestran los resultados para el compartimento esplénico de un ratdn representativo de
cada grupo. Las FIGs. 10A - 10E muestran los resultados para el compartimento de la médula 6sea de un ratén
representativo de cada grupo. La Tabla 4 expone los valores de porcentaje medio para expresion de linfocitos B
(CD19"), cadena ligera k (CD19°IgK’lg’) y cadena ligera A (CD19'Igk’IgA*) observaran esplenocitos de grupos de
animales que portan diversas modificaciones genéticas. La Tabla 5 expone los valores del porcentaje medio para
linfocitos B (CD19"), linfocitos B maduros (BZZO“'IgM+), linfocitos B inmaduros (BZZO'"tIgM‘”), linfocitos B inmaduros
que expresan la ligera k (B220™IgM*Igk™) y linfocitos B inmaduros que expresan la cadena ligera A (B220™IgM*IgA*)
observada en médula 6sea de ratones de tipo silvestre y ratones homocigotos para 40 hVA y cuatro segmentos
genéticos hJA que incluyen una secuencia gendémica Vk-Jk humana unida de forma operativa al gen Ck de ratén.
Este experimento se repitid con grupos adicionales de los ratones descritos anteriormente y demostré resultados
similares (los datos no se muestran).

Tabla 3
Genotipo % de linfocitos B % de Igk” % de IgA*
Tipo Silvestre 46,2 91,0 3,6
12 hVA + hJk 1 28,3 10,4 62,5
12 hVA-VkJK-hJA 1 12,0 11,0 67,5
12 hVA-VkJk-4hJA 41,8 17,2 68,4
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Genotipo % de linfocitos B % de Igk” % de IgA*
28 hVA + hJA 1 22,0 13,3 51,1
40 hVA + hJA 1 28,2 243 53,0
Tabla 4
Genotipo % de linfocitos B % de Igk” % de IgA*
Tipo Silvestre 49,8 91,2 3,5
40 hVA-VkJk-4hJA 33,3 41,6 431
Tabla 5
G . % de % de linfocitos % de linfocitos % de linfocitos Igk' B % de linfocitos IgA* B
enotipo . . . . .
linfocitos B B maduros B inmaduros inmaduros inmaduros
Tipo Silvestre 62,2 9,2 12,0 79,0 8,84
40 hVA-VkJk-
AhJA 60,43 2,59 7,69 38,29 43,29

Uso del gen VA humanos en ratones que portan segmentos genéticos de la cadena ligera A humana. Se
analizaron ratones heterocigotos para una primera insercion de secuencias A humanas (hVA3-12-hVA3-1 y hJA1,
FIG. 5B) y homocigotos para una tercera insercion de secuencias A humanas (hVA5-52 - hVA3-1 y hJA1, FIG. 5B)
para uso de genes de cadena ligera A humana mediante reaccién en cadena de la polimerasa con transcriptasa
inversa (RT-PCR) usando a ARN aislado de esplenocitos.

En resumen, se extrajeron bazos y se perfundieron con 10 ml de RPMI-1640 (Sigma) con HI-FBS al 5 % en bolsas
desechables estériles. Cada bolsa que contenia un solo bazo se colocoé a continuacion en un STOMACHER™
(Seward) y se homogeneizé con un ajuste del medio durante 30 segundos. Los bazos homogeneizados se filtraron
usando un tamiz celular de 0,7 ym y a continuacién se sedimentaron con una centrifugadora (1000 rpm durante 10
minutos) y los RBC se lisaron en BD PHARM LYSE™ (BD Biosciences) durante tres minutos. Los esplenocitos se
diluyeron con RPMI-1640 y se centrifugaron de nuevo, seguido de resuspension en 1 ml de PBS (Irvine Scientific). El
ARN se aisl6 de los esplenocitos sedimentados usando técnicas convencionales conocidas en la técnica.

La RT-PCR se realiz6 en ARN esplenocitos usando cebadores especificos para segmentos genéticos hVA humanos
y el gen Ck de ratéon (Tabla 6). Los productos de PCR se purificaron con gel y se clonaron en vector pCR2.1-TOPO
TA (Invitrogen) y se secuencian con cebadores M13 Directo (GTAAAACGAC GGCCAG; SEQ ID NO: 55) y M13
Inverso (CAGGAAACAG CTATGAC; SEQ ID NO: 56) situados dentro del vector en posiciones de flanqueo del sitio
de clonacién. Se secuencian ochenta y cuatro clones totales derivados de la primera y tercera inserciones de
secuencias A humanas para determinar el uso del gen hVA (Tabla 7). La secuencia de nucleétidos de la union de
hVA-hJA1-mCk para clones de RT-PCR seleccionado se muestra en la FIG. 11.

De una manera similar, los ratones homocigotos para una tercera insercion de secuencias genéticas de cadena
ligera A humana (es decir, 40 segmentos genéticos hVA y cuatro segmentos genéticos hJA incluyendo una secuencia
gendmica Vk-Jk humana, parte inferior de la FIG. 7B) unidos de forma cooperativa al gen endégeno Ck de ratén
gene se analizaron para uso de gen de la cadena ligera A humana con RT-PCR usando ARN aislado de esplenocitos
(como se ha descrito anteriormente). El uso del segmento genético de la cadena ligera A humana para 26 clones de
RT-PCR seleccionados se muestra en la Tabla 8. La secuencia de nucleétidos de la unién de hVA-hJA-mCk para
clones de RT-PCR seleccionados se muestra en la FIG. 12.

De una manera similar, los ratones homocigotos para una primera insercion de segmentos genéticos de la cadena
ligera A humana (12 segmentos genéticos hVA y hJA1, FIG. 4A y FIG. 5A) unidos de forma operativa al gen
enddégeno CA2 de ratén se analizaron para el uso de genes de la cadena ligera A humana mediante RT-PCR usando
ARN aislado de esplenocitos (como se ha descrito anteriormente). Los cebadores especificos para segmentos
genéticos hVA (Tabla 6) se emparejaron con uno de dos cebadores especificos para el gen CA2 de raton; CA2-1
(SEQ ID NO: 104) o CA2-2 (SEQ ID NO: 105).

Se observaron multiples segmentos genéticos hVA reordenados con respecto a hA1 a partir de los clones de RT-
PCR de ratones que portaban segmentos genéticos de la cadena ligera A humana en el locus enddégeno de la
cadena ligera A de raton. La secuencia de nucledtidos de la union de hVA-hJ\-mCA2 para clones de RT-PCR
seleccionados se muestra en la FIG. 13.
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Tabla 6
Cebador de hVA en la posicion 5’ Secuencia (5°-3’) SEQID NO:
VL-1 CCTCTCCTCC TCACCCTCCT 40
VLL-1n ATGRCCDGST YYYCTCTCCT 41
VLL-2 CTCCTCACTC AGGGCACA 42
VLL-2n ATGGCCTGGG CTCTGCTSCT 43
VLL-3 ATGGCCTGGA YCSCTCTCC 44
VLL-4 TCACCATGGC YTGGRYCYCM YTC 45
VLL-4.3 TCACCATGGC CTGGGTCTCC TT 46
VLL-5 TCACCATGGC CTGGAMTCYT CT 47
VLL-6 TCACCATGGC CTGGGCTCCA CTACTT 48
VLL-7 TCACCATGGC CTGGACTCCT 49
VLL-8 TCACCATGGC CTGGATGATG CTT 50
VLL-9 TAAATATGGC CTGGGCTCCT CT 51
VLL-10 TCACCATGCC CTGGGCTCTG CT 52
VLL-1 TCACCATGGC CCTGACTCCT CT 53
Cebador de Ck de Ratén en la posicion 3° Secuencia (5°-3’) SEQID NO:

migKC3'-1

CCCAAGCTTA CTGGATGGTG GGAAGATGGA

54

Tabla 7

hVA

N.° de Clones Observados

3-1

4-3

2-8

3-10

w || N|w

2-14

3-19

2-23

3-25

1-40

7-43

1-44

5-45

7-46

9-49

1-51

Wl |[lw|loo | NMN]|IN]| O
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Tabla 8
Clon hVA hJA
1-3 1-44 7
1-5 1-51 3
2-3 9-49 7
2-5 1-40 1
2-6 1-40 7
3b-5 3-1 7
4a-1 4-3 7
4a-5 4-3 7
4b-1 1-47 3
5-1 3-10 3
5-2 1-40 7
5-3 1-40 7
5-4 7-46 2
5-6 1-40 7
5-7 7-43 3
6-1 1-40 1
6-2 1-40 2
6-7 1-40 3
7a-1 3-10 7
7a-2 9-49 2
7a-7 3-10 7
7b-2 7-43 3
7b-7 7-46 7
7b-8 7-43 3
11a-1 5-45 2
11a-2 5-45 7

La FIG. 11 muestra la secuencia de la union de hVA-hJA1-mCk para clones de RT-PCR de ratones portadores de
una primera y tercera instalaciones de los segmentos genéticos hVA con un solo segmento genético hJA. Las
secuencias mostradas en la FIG. 11 ilustran reordenamientos Unicos que implican diferentes segmentos genéticos
hVA con hJA1 del combinado con el gen Ck de ratén. Tanto los ratones heterocigotos que portan un solo locus
enddgeno k modificado que contiene 12 segmentos genéticos hVA y hJA1 como los ratones homocigotos que portan
dos k enddégenos modificados que contienen 40 segmentos genéticos hVA y hJA1 eran capaces de producir
segmentos genéticos A humanos unidos de forma operativa al gen Ck de ratén y producir linfocitos B que
expresaban cadenas ligeras A humanas. Estos reordenamientos demuestran que los loci quiméricos eran capaces
de reordenar de forma independiente los segmentos genéticos A en linfocitos B mudltiples, independientes en estos
ratones. Ademas, estas modificaciones en el locus endégeno de cadena ligera k no hicieron que ninguno de los
segmentos genéticos hVA no fuera operativo ni evitaron que la recombinacion del locus quimérico con multiples
segmentos genéticos hVA y un segmento genético hJA (JA1) durante el desarrollo de los linfocitos B tal como se
pone en evidencia con 16 segmentos genéticos hVA diferentes que se observé que se reordenaban con hJA1 (Tabla
7). Ademas, estos ratones hicieron funcionales a los anticuerpos que contenian segmentos genéticos VA-JA
humanos reordenados unidos de forma operativa a genes Ck de raton como parte del repertorio de la cadena ligera
de inmunoglobulina.
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La FIG. 12 muestra la secuencia de la unidon de hVA-hJA-mCA para clones de RT-PCR seleccionados de ratones
homocigotos para 40 hVA y cuatro segmentos genéticos hJA incluyendo una secuencia gendmica Vk-Jk humana. Las
secuencias mostradas en la FIG. 12 ilustran reordenamientos Unicos adicionales que implican mdltiples segmentos
genéticos hVA diferentes, que se extienden por todo el locus quimérico, con multiples segmentos genéticos hJA
diferentes reordenados y unidos de forma operativa al gen Ck de raton. Los ratones homocigotos portadores de loci
endoégenos k modificados que contienen 40 hVA y cuatro segmentos genéticos hJA también eran capaces de
producir A segmentos genéticos humanos unidos de forma operativa al gen Ck de ratén y producir linfocitos B que
expresaban cadenas ligeras A humanas. Estos reordenamientos demuestran adicionalmente que todas las etapas de
los loci quiméricos eran capaces de reordenar de forma independiente los segmentos genéticos A humanos en
linfocitos B independientes muiltiples en estos ratones. Ademas, estas modificaciones adicionales en el locus
enddégeno de la cadena ligera kK demuestran que cada insercion de segmentos genéticos A humanos no hacia que
ninguno de los segmentos genéticos hVA y/o JA no fueran operativos ni evitaban recombinacion del locus quimérico
de los segmentos genéticos VA y JA durante el desarrollo de los linfocitos B tal como se pone en evidencia con 12
segmentos genéticos hVA diferentes que se observé que se reordenaban con los cuatro segmentos genéticos hJA
(Tabla 8) de los 26 clones de RT-PCR seleccionados. Ademas, estos ratones también hicieron funcionales a los
anticuerpos que contenian segmentos genéticos VA-JA humanos unidos de forma operativa a regiones Ck de ratén
como parte del repertorio de la cadena ligera de inmunoglobulina.

La FIG. 13 muestra la secuencia de la union de hVA-hJA-mCA2 para tres planes de RT-PCR individuales de ratones
homocigotos para 12 segmentos genéticos hVA y hJA1. Las secuencias mostradas en la FIG. 13 ilustran
reordenamientos Unicos adicionales que involucran a diferentes segmentos genéticos hVA, que abarcan la longitud
de la primera insercion, con hJA1 reordenado y unido de forma operativa al gen CA2 de ratén (2D1 = VA2-8JA1;
2D9 = VA3-10JA1; 3E15 = VA3-1JA1). Un clon demostré un reordenamiento no productivo debido a adiciones de N en
la union de hVA-hJA (2D1, FIG.13). Esto no es comun en la recombinacion de V(D)J, ya que se ha mostrado que la
union de los segmentos genéticos durante la recombinacién es imprecisa. Aunque este clon representa un elemento
recombinante no productivo presente en el repertorio de la cadena ligera de estos ratones, esto demuestra que el
mecanismo genético que contribuye a la diversidad de unién entre genes de anticuerpo funciona normalmente en
estos ratones y conduce a un repertorio de anticuerpos que contiene cadenas ligeras con una diversidad mayor.

Los ratones homocigotos portadores de loci endégenos A modificados que contienen 12 segmentos genéticos hVA y
hJA1 también eran capaces de producir segmentos genéticos A humanos unidos de forma operativa a un gen
endoégeno CA de ratén y producir linfocitos B que expresaban cadenas ligeras A quiméricas inversas que contenian
regiones hVA unidas a regiones CA de ratén. Estos reordenamientos demuestran adicionalmente que los segmentos
genéticos de la cadena ligera A humana colocados en el otro locus de cadena ligera (es decir, el locus A) eran
capaces de reordenar de forma independiente los segmentos genéticos A humanos en linfocitos B independientes,
multiples en estos ratones. Ademas, las modificaciones en el locus enddégeno de la cadena ligera A demuestran que
la insercidon de los segmentos genéticos A humanos no hacian que ninguno de los segmentos genéticos hVA y/o
hJA1 no fueran funcionales ni evitaban la recombinacion del locus quimérico de los segmentos genéticos hVA y hJA1
durante el desarrollo de los linfocitos B. Ademas como estos ratones también hicieron funcionales a los anticuerpos
que contenian segmentos genéticos VA-JA humanos unidos de forma operativa a una regiéon CA de ratéon como parte
del repertorio de la cadena ligera de inmunoglobulina.

Como se muestra en este Ejemplo, los ratones portadores de segmentos genéticos de la cadena ligera A humana en
los loci endégenos de cadena ligera K y A son capaces de reordenar los segmentos genéticos de la cadena ligera A
humana expresarlos en el contexto de una regién Ck y/o CA de raton como parte del repertorio de anticuerpos
normal del raton por qué una cadena ligera funcional se necesita en diversos puntos de control en el desarrollo de
los linfocitos B tanto en el bazo como en la médula 6sea. Ademas, algunos subconjuntos iniciales de linfocitos B (por
ejemplo, linfocitos pre-, pro- y B transicionales) demuestran un fenotipo normal en estos ratones en comparacion con
sus comparferos de camada de tipo silvestre (FIGs. 9D, 10A y 10B). Se observé un pequefio déficit en las
poblaciones de médula 6sea y de linfocitos B periféricos, lo que se puede atribuir a una supresién de un subconjunto
de linfocitos B inmaduros autorreactivos y/o una asociacion subdptima de la cadena ligera A humana con la cadena
pesada de ratén. Sin embargo, el uso de IgN/IgA observado en estos ratones demuestra una situacion que es mas
similar a la expresion de la cadena ligera humana que la observada en ratones.

Ejemplo VI

Reproduccion de Ratones que Expresan Cadenas Ligeras A Humanas De un Locus Endégeno de Cadena
Ligera

Para optimizar el uso de los segmentos genéticos A humanos en un locus endégeno de cadena ligera de ratén, los
ratones que portan los segmentos genéticos A humanos sin reordenar se reproducen en otro ratén que contiene una
supresion en el locus endégeno de la cadena ligera opuesta (ya sea k o A). Por ejemplo, los segmentos genéticos A
humanos colocados en el locus enddgeno k serian los Unicos segmentos genéticos funcionales de cadena ligera
presentes en un ratdon que también portara una supresion en el locus endégeno de la cadena ligera A. De esta
manera, la progenie obtenida expresaria solamente las cadenas ligeras A humanas como se ha descrito en los
ejemplos mencionados anteriormente. La reproduccion se realiza con técnicas convencionales reconocidas en la
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técnica y, como alternativa, en compafias comerciales, por ejemplo, The Jackson Laboratory. Las cepas de ratones
que portan segmentos genéticos de la cadena ligera A humana en el locus enddgeno k y una supresion del locus
enddgeno de la cadena ligera A se identifica sistematicamente para la presencia de las cadenas ligeras A quiméricas
inversas (ser humano-ratén) Unicas y la ausencia de las cadenas ligeras A enddgenas de ratén.

Los ratones que portan un locus reordenado de la cadena ligera A humana también se reproducen con ratones que
contienen una sustitucion del locus enddgeno genético variable de cadena pesada de ratén con el locus de gen
variable de cadena pesada humana (véase el documento de Patente de Estados Unidos n.° 6.596.541, Regeneron
Pharmaceuticals, el raton VELOCIMMUNE® modificado por ingenieria genética). El raton VELOCIMMUNE® incluye,
en parte, el que tiene un genoma que comprende regiones variables de cadena pesada humana unidas de forma
operativa a loci endégenos de region constante de ratén de modo que el ratéon produce anticuerpos que comprenden
una region variable de cadena pesada humana y una region constante de cadena pesada de ratén como respuesta a
la estimulacion antigénica. EI ADN que codifica las regiones variables de las cadenas pesadas de los anticuerpos se
puede aislar y unir de forma operativa al ADN que codifican las regiones constantes de cadena pesada humana. A
continuacioén, el ADN se puede expresar en una célula capaz de expresar toda la cadena pesada humana del
anticuerpo. Después de un programa de reproducciéon adecuado, los ratones que portan una sustituciéon del locus
endogeno de cadena pesada de ratén con el locus de cadena pesada humana y se obtiene un locus de la cadena
ligera A humana no reordenado en el locus enddgeno de la cadena ligera k. Los anticuerpos que contienen regiones
variables de cadena pesada humana mutadas de forma somatica y regiones variables de la cadena ligera A humana
se pueden aislar después de inmunizaciéon con un antigeno de interés.

Ejemplo VII

Generacion de Anticuerpos De Ratones que Expresan Cadenas Pesadas Humanas y Cadenas Ligeras A
Humanas

Después de reproducir ratones que contienen el locus de la cadena ligera A humana sin reordenar a varias cepas
deseadas que contienen modificaciones y supresiones de otros loci endégenos de Ig (como se ha descrito
anteriormente), los ratones seleccionados se inmunizan con un antigeno de interés.

Por lo general, un raton VELOCIMMUNE® que contiene una de las regiones de cadena ligera de linea germinal
humana reordenada individual se estimula con un antigeno, y las células linfaticas (tales como los linfocitos B) se
recuperan del suero de los animales. Las células linfaticas se pueden fusionar con una linea de células de mieloma
para preparar lineas de células de hibridoma inmortales, y tales lineas de células de hibridoma se identifican
sistematicamente y se seleccionan para identificar lineas de células de hibridoma que producen anticuerpos que
contienen cadena pesada humana y cadena ligera A humana que son especificas para el antigeno usado para
inmunizacion. EI ADN que codifica las regiones variables de las cadenas pesadas y las cadenas ligeras A se puede
aislar y unir a regiones constantes isotipicas deseadas de la cadena pesada y la cadena ligera. Debido a la
presencia de los segmentos genéticos hVA adicionales en comparacién con el locus endégeno A de ratdn, la
diversidad del repertorio de cadena ligera aumenta de forma espectacular y confiere una diversidad mas elevada en
el repertorio especifico del antigeno después de inmunizacion. Las secuencias de anticuerpos clonados resultantes
se pueden producir posteriormente en una célula, tal como una célula de CHO. Como alternativa, el ADN que
codifican los anticuerpos quiméricos especificos de antigeno o los dominios variables de las cadenas ligera y pesada
se pueden aislar directamente de linfocitos especificos de antigeno ( por ejemplo, linfocitos B).

Inicialmente, se aislan anticuerpos quiméricos de alta afinidad que tienen una regién variable humana y una region
constante de raton. Como se ha descrito anteriormente, los anticuerpos se caracterizan y se seleccionan para
caracteristicas deseadas, que incluyen afinidad, selectividad, epitopo, etc. Las regiones constantes de ratén se
sustituyen con una regién constante humana deseada para generar el anticuerpo totalmente humano que contiene
una cadena pesada humana mutada de forma somatica y una cadena ligera A humana derivada de un locus de la

cadena ligera A humana sin reordenar de la invencion. Algunas regiones constantes humanas adecuadas incluyen,
por ejemplo, IgG1, 1IgG2, IgG3, o IgG4 de tipo silvestre o modificadas.
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<170> FastSEQ para Windows Version 4.0

<210>1

<211> 219

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 1

actttcagaa tgttctigaa
atagtataca ttatacgaag
aggtagcgac tcgagataac
ttacgtggca tacagtgtca

<210>2

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 2
agctgaatgg aaacaaggca a

<210> 3

<211>19

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 3
ggagacaatg ccccagtga 19

<210>4

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 4
tcccataggg ctaggatttc ¢ 21

<210>5

cagtctctga
ttattctaga
ttcgtataat
gattttctgt

21

gaaacacgga agacggcecge ataacttegt 60
ccceceggget cgataactat aacggtcecta 120
gtatgctata cgaagttatc catggtaagc 180

ttatcaagce
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<211>19
<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 5
tccectcaca ctgtteeee

<210> 6

<211>19

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 6
ggtggagagg ctattcggc

<210>7

<211> 17

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400>7
gaacacggcg gcatcag

<210> 8

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 8
tcaacctttc ccagcctgtc t

<210>9

<211> 24

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 9
ccccagagag agaaaacaga tttt

<210> 10

<211> 20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

ES 2570 131 T3
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<220>
<223> sintética

<400> 10
ccctggtgaa gcatgtttge

<210> 11

<211> 20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 11
tgtggcctgt ctgccttacg

<210> 12

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 12
cacacctaga ccccggaagt ¢

<210> 13

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 13
tcgctttgec agttgattct ¢

<210> 14

<211>17

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 14
tgcggcecgat cttagec

<210> 15

<211>18

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 15

17
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20

21
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ttgaccgatt ccttgcgg

<210> 16

<211> 20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 16
gcaaacaaaa accactggcc

<210> 17

<211> 19

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 17
ggccacattc catgggttc

<210> 18

<211> 22

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 18
ccatgactgg gcctctgtag ac

<210> 19

<211> 25

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 19
caagtcaggg tgctaatgct gtatc

<210> 20

<211>19

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 20
cacagcttgt gcagcctcc

<210> 21
<211> 22
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<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 21
gggcactgga tacgatgtat gg

<210> 22

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 22
tcataggtag gtctcagttt g

<210> 23

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 23
tgatctgcgc tgtttcatcc t

<210> 24

<211> 31

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 24
tgacatgaac catctgtttc tctctcgaca a

<210> 25

<211> 29

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 25
agagacgctc cgaggtcaag gtgctctag

<210> 26

<211>23

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
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<223> sintética

<400> 26
tgggcacaac agacaatcgg ctg 23

<210> 27

<211> 16

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 27
accctctgct gteect 16

<210> 28

<211> 26

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 28
ccaagcagga ggtgctcagt tcccaa

<210> 29

<211> 24

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 29
tccacactgt cggctgggag ctca 24

<210> 30

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 30
acgagcgggt tcggcccatt ¢ 21

<210> 31

<211> 37

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 31
ctgttcctct aaaactggac tccacagtaa atggaaa

26
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<210> 32

<211> 27

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 32
tgccgcttat acaacactgc catctge

<210> 33

<211> 37

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 33
agaagaagcc tgtactacag catccgtttt acagtca

<210> 34

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 34
gggctacttg aggaccttgc t 21

<210> 35

<211> 23

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 35
gacagccctt acagagtttg gaa 23

<210> 36

<211> 23

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 36
aagaccagga gctctgccta agt 23

<210> 37
<211> 22
<212> ADN

27
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<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 37
cccatcacga actgaagttg ag 22

<210> 38

<211> 20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 38
cagggcctcc atcccaggcea 20

<210> 39

<211> 28

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 39
ccccagtgtg tgaatcactc taccctcc 28

<210> 40

<211> 20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 40
cctctectec tcaccctect 20

<210> 41

<211> 20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<221> variacion
<222> (4)...(4)
<223>r=aog

<220>

<221> variacion.
<222>(9)...(9)
<223>s=cog

<220>

<221> variacion
<222>11,12,13
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<223>y=cot

<400> 41
atgrccdgst yyyctctect

<210> 42

<211>18

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 42
ctcctcactc agggcaca

<210> 43

<211> 20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<221> variacion

<222> (18)...(18)
<223>s=cog

<400> 43
atggcctggg ctetgctsct

<210> 44

<211>19

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<221> variacion
<222> (11)...(11)
<223>y=cot

<220>

<221> variacion
<222>(13)...(13)
<223>s=cog

<400> 44
atggcctgga ycsctctce

<210> 45

<211> 23

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<221> variacion
<222> 11, 16, 18, 21
<223>y=cot

<220>
<221> variacion
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<222> (15)...(15)
<223>r=aog

<220>

<221> variacion

<222> (20)...(20)
<223>m=aoc

<400> 45
tcaccatggc ytggrycycm ytc

<210> 46

<211> 22

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 46
tcaccatggc ctgggtctcc tt

<210> 47

<211> 22

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<221> variacion

<222> (16)...(16)
<223>m=aoc

<220>

<221> variacion
<222> (19)...(19)
<223>y=cot

<400> 47
tcaccatggc ctggamtcyt ct

<210> 48

<211> 26

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 48
tcaccatggc ctgggctcca ctactt

<210> 49

<211> 20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética
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<400> 49
tcaccatggc ctggactcct

<210> 50

<211> 23

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 50
tcaccatggc ctggatgatg ctt

<210> 51

<211> 22

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 51
taaatatggc ctgggctcct ct

<210> 52

<211> 22

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 52
tcaccatgcc ctgggctctg ct

<210> 53

<211> 22

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 53
tcaccatggc cctgactcct ct

<210> 54

<211> 30

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 54

cccaagctta ctggatggtg ggaagatgga

<210> 55

ES 2570 131 T3

20

23

22

22

22

30

46
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40

<211> 16
<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 55
gtaaaacgac ggccag

<210> 56

<211> 17

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 56
caggaaacag ctatgac

<210> 57

<211> 440

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 57

gggcctygggce
ctgccctgac
gcactggaac
caggcaaagc
atcgecttctc
ctgaggatga
gaactgggac
caccatccag

tctgctgetce
tcagecctcee
cagcagtgac
coecaaacte
tggctccaag
ggctgattat
caaggtcacc
taagcttggyg

<210> 58

<211> 441

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 58

atggecctggg
tctgeectoa
tgcactggaa
ccaggcaaag
gatcgcttct
gectgaggatg
ggaactggga
ccaccatcca

ctctgectgcet
ctcagecctece
ccagcagtga
cccccaaact
ctggectccaa
aggctgatta
ccaaggtcac
gtaagcttgg

ES 2570 131 T3

16

17

ctcaccetee
teegegtecy
gttggtggtt
atgatttatg
tctggcaaca
tactgcagct

gtcetaggyag

cctcacccete
cteegegtee
cgttggtggt
catgatttat
gtctggcaac
ttactgcage
cgtcctaggy
g

tcactcaggy
ggtctcectygg
ataactatgt
aggtcagtaa
cggccrceeet
catatgcagyg
ctgatgctge

ctcactecagg
gggtctccetg
tataactatg
gaggtcacta
acggcctece
tcatatgcag
gctgatgctg

47

cacagggtcce
acagtcagtc
ctcctggtac
gcggeectca
gaccgtetet
cagcaacaat
accaactgta

gcacagggte
gacagtcagt
tctcctggta
agcggecctce
tgaccgtete
gcagcaacaa
caccaactgt

tgggcccagt
accatctect
caacagcacce

ggggteecty

gggetecagyg
ttegtctteg
tccatctteco

ctgggcccag
caccatctee
ccaacagceac
aggggteccct
tgggctccag
ttatgtettce
atccatctte

60

120
180
240
300
360
420
440

60

120
180
240
300
360
420
441
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<210> 59
<211> 441
<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 59

ES 2570 131 T3

atggecetggg ctetgetget cctecacecte ctcactcagg gecacagggte ctgggeccag 60

tetgcectga
tgcactggaa
ccaggcaaag
gatcgctict
gctgaggatg
ggaactggga
ccaccatccea

<210> 60
<211> 438
<212> ADN

ctcagcctee
ccagcagtga
cccccaaact
ctggctccaa
aggctgatta
ccaaggtcac
gtaagcttgg

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 60

atggcctggg
gcecctgactce

actggaacca
ggcaaaqccc
cgcttctctg
gaggatgagg
actgggacca
ccatccagta

<210> 61
<211> 438
<212> ADN

ctetgectect
agcctcccte
gcagtgacgt
ccaaactcat
gctccaagtc
ctgattatta
aggtcaccgt
agcttggg

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 61

ctcegegtece
cgttggtggt
catgatttat
gtctggcaac
ttactgcagce
cgtcectagygg
g

caccctccte
cgegteegeg
tggtggttat
gatttatgag
tggcaacacg
ctgcagctca
cctaggggct

gggtctectyg
tataactatyg
gaggtcagta
acggecctece
tcatatgcag
gctgatgctg

actcagggca
tctectggac
aactatgtct
gtcagtaage
gectecctga
tatgcaggca
gatgctgeac

48

gacagtcagt
tctectggta
agcggccecte
tgaccgtctce
gcagcaacaa
caccaactgt

cagggtcctyg
agtcagtcac
cctggtacca
ggcectcagg
ccgtetetgg
gcaacaatta
caactgtatc

caccatctee
ccaacagcac
aggggtccct
tgggctccag
ttatgtctte

atccatctte’

ggcccagtet
catctcetge
acagcaccca
ggtccctgat
gctccagget
tgtcttcgga
catcttceca

120
180
240
300
360
420
441

60

120
180
240
300
360
420
438
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15

20

25
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35

atggectyggg
tctgecctga
tgcactggaa
ccaggcaaag
gatcgcttct
gctgaggatg
actgggacca
ccatccagta

<210> 62
<211> 441
<212> ADN

ctctgctget
ctcagectee
ccagcagtga
cccccaaact
ctggctccaa
aggctgatta
aggtcaccgt

agcttggg

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 62

atggcctggg
tctgccctga
tgcactggaa
ccaggcaaag
gatcgettct
gctgaggatg
ggaactggga
ccaccatccea

<210> 63
<211> 442
<212> ADN

ctctgctecet
ctecagectee
ccagcagtga
cceccaaact
ctggctccaa
aggctgatta
ccaaggtcac
gtaagettgg

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética
<400> 63

atggcctggy
tetgecctga
tgcactggaa
ccaggcaaag
gatcgettct
gctgaggatg
cggaactggg
cccaccatee

ctetgetget
ctcagectcee
ccagcagtga
cccecaaact
ctggctccaa
aggctgatta
accdaggtca
agtaagettyg

ES 2570 131 T3

cctcaccecte
ctcecgegtec
cgttggtget
catgatttat
gtctggcaac
ttactgeagce
cctaggggct

cctcacecte
ctecgegtec
cgttggtggt
catgatttat
gtctggcaac
ttactgcage
cgtectaggy
g

cctcacecte
ctecgegtee
cgttggtggt
catgatttat
gtctggcaac
ttactgcagce
ccgtcectagy

a9

ctcactcagg
gggtctcctyg
tataactatg
gaggtcagta
acggcctecec
tcatatgeag
gatgctgeac

ctcactcagg
gggtectcctg
tataactatg
gaggtcagta
acggcctcecc
tcatatgcag
gctgatgctg

ctcactcagyg
gggtetectyg
tataactatg
gaggtcagta
acggcctecc
tcatatgcag
ggctgatget

<210> 64

<211> 428

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 64

49

gcacagggtce
gacagtcagt
tctecectggta
agcggeccte
tgaccgtctce
gcagcaacaa
caactgtatc

gcacagggte
gacagtcagt
tctecctggta
ageggceccte
tgaccgtcte
gcagcaacaa
caccaactgt

gcacagggtce
gacagtcagt
tctectggta
agcggccctce
tgaccgtctc
gcagcaacaa
gcaccaactg

ctgggcccag
caccatctee
ccaacagcac
aggggtcect
tgggctccag
tgtcttegga
catcttccca

ctgggcecag
caccatctce
ccaacagcac
aggggtccct
tgggctccag
ttatgtctte
atccatette

ctaggecccag
caccatctee
ccaacagcac
aggggtcect
tgggctccag
tttatgtett
tatccatctt

60

120
180
240
300
360
420
438

60

120
180
240
300
360
420
441

60

120
180
240
300
360
420
442
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ccttecatttt
ctgcecttget
acaccatcga
agagtgatgg
ctggggctga
actgtggaga
aggtcaccgt
agettygg

<210> 65
<211> 441
<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 65

atgacctget
tctgtgttga
tgctetggaa
ggaacagcec
cgattctcetyg
ggggacgagyg

ggaactggga’
ccaccatccea

<210> 66
<211> 441
<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 66

atgacctgct
tctgtgitga
tgetctggaa
ggaacagcce
cgattctcty
ggggacgagg

ggaactggga
ccaccatcea

<210> 67
<211> 345
<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 67

ctccacaggt
gggagecteg
atggtatcaa
cagccacage
ccgctaccte
gagccacacg
cctagggget

ccectcteet
cgcageocegcc
gcagctecaa
ccaaactect
gctccaagte
ccgattatta
ccaaggtcac
gtgagcagtt

ccectctect
cgcagecgcco
gcagctccaa
ccaaactect
gctccaagtc
ccgattatta
ccaaggtcac
gtgagcagtt

ES 2 570

ctctgtgete
atcaagctcea
cagagaccag
aaggggygacyg
accttcteca
attgatggcc
gatgctgcac

cctcaccctt
ctcagtgtct
cattgggaat
catttatgac
tggcacgtca
ctgcggaaca
cgtcctaggg
a

cctcaccctt
ctcagtgtct
cattgggaat
catttatgac
tggcacgtca
ctgcggaaca
cgtectaggyg
a

131 T3

tgcctgtgct
cctgcacect
ggaggtceccec
ggatccecga
acctccagtc
aagtcggtig
caactgtate

ctcattcact
gcggcecccayg
aattatgtat
aataataagc
gccaccctgg
tgggatagca
gctgatgetyg

ctcattcact
gcggeccecag
aattatgtat
aataataagce
gccaccctgyg
tgggatagca
gctgatgetyg

50

gactcagccc
aagcagtgag
ccagtatata
tcgetteatyg
tgacgatgag
tgtcttcgga
catcttccca

gcacagggtc
gacagaaggt
cctggtacca
gaccctcagg
gcatcaccgg
gcctgagtac
caccaactgt

gcacagggte
gacagaayggt
cctggtacca
gaccctcaqgg
gcatcaccgyg
gcctgagtgce
caccaactgt

ccgtctgeat
cacagcacct
atgaaggtta
ggectccagtt
gctgagtatc
actgggacca
ccatccagta

ctgggcccag
caccatcicc
gcagctcceca
gattcctgac
actccagact
ttatgtcttce
atccatctte

ctgggccecag
caccatctcc
gcagctecca
gattcectgac
actccagact
ggcttttttt
atccatcttce

60

120
1890
240
300
360
420
428

60

120
180
240
300
360
420
441

60

120
180
240
300
360
420
4]
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35

cccgggcaga
gtaaactggt
cagcggcect
‘ctggccatea
gacagcctga
gctgcaccaa

<210> 68
<211> 432
<212> ADN

gggtcaccat
accagcagct
caggggtcce
gtgggctcca
atggttatgt
ctgtatccat

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 68

atggcctgga
tatgagectga
tgetctggag
gcececctgtge
tctggetcca
gaagctgact
accaaggtca
agtgagcagt

<210> 69
<211> 426
<212> ADN

ccectctcct
cacagccacc
atgcattgcce
tggtcatcta
gctcagggac
actactgtta
ccgtcctagyg
ta

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 69

ataggcctgga
getgtggtga
tgtggctccea
cctggccaag
gccceggttet
cctgaggatg

actgggacca
ccatcc

<210>70
<211> 331
<212> ADN

cteoctctett
ctcaggagee
gcactggage
cccccaggac
caggctccct
aggctgagta

aggtcaccgt

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 70

ES 2570 131 T3

ctcttgttct
cccaggaacg
tgaccgattce
gtctgaggat
ctteggaact
cttecccacca

gctcccecte
ctcggtgtca
aaaaaaatat
tgaggacage
aatggccace
ctcaacagac
ggctgatgcet

tctgttccte
ctcactgact
tgtcaccagt
actgatttat
ccttggggac
ttactgecttg

cectagggget

ggaagcagct
gcccccaaac
tctggceteca
gaggctgatt
gggaccaagdg
tccagtgagce

ctcactttct
gtgtccccag
gcttattggt
aaacgaccct
ttgactatca
tacagtggta
gcaccaactg

ctcacttgcet
gtgtccccag
ggtcattatce
gatacaagca
aaagctgccce
ctctcetata

gatgctgeac

51

ccaacatcgg
tcctcatceta
agtctggcac
attactgtgc
tcaccgtcct
agtta

gcacagtctce
gacaaacgge
accagcagaa
ccgggatece
gtggggceeca
atcatgtctt
tatccatctt

gcccagggtce
gagggacagt
cctactggtt
acaaacactc
tgacccttte
gtggtgctta

caactgtatc

aagtaatact.

tagtaataat
ctcagectcee
agcatgggat
aggggctgat

tgaggcctece
caggatcacc
gtcaggccag
tgagagattc
ggtggaggat
cggaactggyg
cccaccatcce

caattcccag
cactctcacce
ccagcagaag
ctggacacct
gggtgcgcag
tgtcttegga

catcttccca

60

120
180
240
300
345

60

120
180
240
300
360
420
432

60

120
180
240
300
360

420
426
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agtggtcectyg
tgtgcactygg
caaccggecc
cctgaccate
cagcagcact
accaactgta

ccaggattac
agccaggceca
ctgagcgatt

ctgtggggga
ggceccectgtg
ctctggectcc
aagccgggga tgaggctgac
gaactgggac caaggtcacc
caccatccag t :

ggacagacgg
taccagcaga
tctgggatcc
agcagageec
tatgtetteg
tccatcttee

<210> 71

<211> 417

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 71

cctetetcac
tgcatetect
tacctacagg
dgtacaaatca
caaagatgct
ggctgactat
ggtcacegtc

actcctetece
actcagecegt
cgcagtggca
cctecccagt
cccageeget
gggcteccagt
gtctteggaa

tecteetgtt
ctteccctetce
tcaatgttgg
atctectgag
tctetggatce
ctgaggatga
ctgggaccaa

tgcacaggtt
ggagcatcag
atatactggt
gactcagata
tcggccaatg
tactgtatga
ctaggggctyg

<210> 72

<211> 393

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 72

tttetgttee
ccctcactga
gcagtcacca
gcactgattt
ctcettggyyg
tattactgce
gtcctagggg

tcectecacttg
ctgtgteccee
gtggttacta
atagtacaag
gcaaagctge
tgctectacta
ctgatgctge

ctgceccaggy
aggagggaca
tccaaactgg
caacaaacge
cctgacactyg
tggtggtgct
accaactgta

tccaattcte
gtcactctca
ttccagcaga
tcctggacee
tcaggtgtgce
tatgtcetteg
tce

<210>73

<211> 417

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 73

52

aacaacattyg
ctggtecatct
aactcgggga
tattactgtc
gtcctagggg

cccetetegea
ccagtctcac
accagcagaa
agcagcaggyg
cagggatttt
tttggcacag
atgctgcacc

agactgtggt
cctgtgectte
aacctggaca
ctgecceggtt
agcctgagga
gaactgggac

gaagtaaaaa
atagggataa
acacggccac
aggtgtggga
ctgatgctgce

ggctgtgctyg
ctgcaccttg
gccagggagt
ctctggagte
actcatctct
cagegcettat
aactgta

gactcaggag
cagcactgga
agcacccagg
ctecaggetee
cgaggctgag
caaggtcacc

60

120
180
240
300
331

60

120
i80
240
300
360
417

60

120
18¢
240
300
360
393
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atggecctyggg
tcectgecctga

Lgcactggasa
ccaggcaaag
aatcgettet
gctgaggacyg
ggaactggga

ctctgetgct
ctcagcectge
ccagcagtga
cceeccaaact
ctggetccaa
aggctgatta
ccaaggtcac

<210> 74

<211> 348

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 74

cagtctgeec
tcctgeactg
cacccaggcea
tctaatcget
caggctgagyg
ttcggaactyg

tgactcagcee
gaaccagcag
aagcceccaa
tctetggete
acgaggctga
ggaccaaggt

<210> 75

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 75
aacaaccgag ctccaggtgt

<210> 76

<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 76
agggcagcct tgtctccaa

<210> 77

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 77
cctgccagat tctcaggctc

ES 2570 131 T3

cctcactete
ctcegtgtcet
tgttgggagt
catgatttat
gtctggcaac
ttactgctge

cgtectaggg

tgeeteegtyg
tgacgttggt
actcatgatt
caagtetggce
ttattactge
caccggectyg

20

19

20

ctcactcagg
gggtctcctg
tataaccttyg
gagggcagta
acggecctcee
tcatatgcag
gctgatgcetyg

tctgggtete
ggttataact
tatgaggtca
aacacggcect
agctcatata

ggggctgatg

53

acacagggtce
gacagtcgat
tctectggta
ageggeecte
tgacaatctc
gtagtagcac
caccaactgt

ctggacagte
atgtctectg
gtaatcggec
cectgaccat
caagcagcag
ctgcacca

ctgggccecayg
caccatctece
ccaacagcac
aggggtttet
tgggctccag
ttatgtctte
atccatc

gatcaccatc
gtaccaacag
ctcaggggtt
ctctgggctce
cacttatgte

60

120
180
240
300
380
417

60

120
180
240
300
348
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55

<210> 78

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 78
catcacaggg gcacagactg

<210> 79

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 79
gatttgctga gggcagggt

<210> 80

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 80
ccccaagtct gatccttect t

<210> 81

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 81
gctgaccaac gatcgcectaa

<210> 82

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 82
taagcgccac actgcacct

<210> 83

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

ES 2570 131 T3

20

19

21

20

19

54
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<220>
<223> sintética

<400> 83
cctgccagat tctcaggctc cctg 24

<210> 84

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 84
ctgattggag acaaggctgc cct 23

<210> 85

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 85
ccttcatact cttgcatcct cccttctcca 30

<210> 86

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 86
ttecttctct tetgtgacte aattatttgt ggaca 35

<210> 87

<211> 159

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 87

tctggcacct cagoctocct ggecatcact gggetccagg ctgaggatga ggetgattat 60
tactgccagt cctatgacag cagectgagt ggttetgtat tceggagaagg cacccggetg 120
accgeccteg gagetgatge tgcaccaact gtatccate 159

<210> 88

<211> 159

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

55
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<220>
<223> sintética

<400> 88

tctggcacct cagecteect ggccatcact gggctcecagg ctgaggatga ggetgattat 60
tactgcecagt cctatgacag cagcctgagt ggttatgtcect tcggaactgg gaccaaggtc 120
accgtcctag gggctgatge tgcaccaact gtatccatc 159

<210> 89

<211> 159

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 89

tctggeacct cagecteect ggecatcagt gggetecagt ctgaggatga ggetgattat 60
tactgtgcag catgggatga cagcctgaat ggtgctgtgt teggaggagqg cacccagetg 120
accgceocteg gggetgatge tgcaccaact gtatcceatce 15¢%

<210> 90

<211> 159

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 90

tctggcacct cagecteceet ggcéatcagt gggctccggt ccgaggatga ggctgattat 60
tactgtgcag catgggatga cagcectgagt ggtcgyggtgt teggeggagg gaccaagetg 120
accgtectag gggetgatge tgecaccaact gtatceate 159

<210> 91

<211> 153

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 91

tcggggaaca cggcecaccet gaccatcage agagceccaag ccggggatga ggctgactat 60
tactgtcagg tgtgggacag cagcactget gtgttceggag gaggcaccca getgaccgee 120
ctcggggctg atgectgcacc aactgtatec atce 153

<210> 92

<211> 156

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> sintética

<400> 92

tcagggacaa tggccacctt gactatcagt ggggcccagg tggaggatga agctgactac 60
tactgttact caacagacag cagtggtaat getgtgttcg gaggaggcac ccagctgace 120
gcectegggg ctgatgetge accaactgta tcecate 156

<210> 93

<211> 159

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 93

tcagggacaa tggccacctt gactatcagt ggggcccagg tggaggatga agetgactac 60
tactgttact caacagacag cagtggtaat catagggtgt tcggcggaqg gaccaagctg 120
accgtectag gggetgatge tgcaccaact gtatccatce 159

<210> 94

<211> 159

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 94

tetggcacet cagcctcecct ggecatcact gggctcecagg ctgaggatga ggetgattat 60
tactgccagt cctatgacag cagéctgagt ggttatgtet teggaactgg gaccaagate 120
accgtcctag gggctgatgc tgcaccaact gtatccate 159

<210> 95

<211> 159

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 95

gatgcttecygg ccaatgcagyg gattttacte atectcectggge tecagtctga ggatgagget 60
gactattact gtatgatttg gcacagcagce getgtggtat teggecyggagyg gaccaagetg 120
acegtcctag gggctgatge tgecaccaact gtatccate 159

<210> 96

<211> 153

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> sintética

<400> 96

cttgggggca aagctgccct gacactgtceca ggtgtygcage ctgaggacga ggetgagtat 60
tactgcctge tctactatgg tggtgctegg gtgttcggcg gagggaccaa gectgacegtc 120
ctagaggctyg atgctgcacc aactgtatcc atc 153

<210> 97

<211> 153

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 97

cttgggagca aagctgeccct gacccttiteg ggtgegcage ctgaggatga ggetgagtat 60
tactgecttge tctectatag tggtgetcga gtattcggcg gagggaccaa gctgaccgte 120
ctaggggctg atgctgcacc aactgtatcc ate 153

<210> 98

<211> 165

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 98

tcaggcctga atcggtacct gaccatcaaq aacatccagg aagaggatga gagtgactac 60
cactgtgggyg cagaccatgg cagtgggagce aacttegtgt ctgtgttcag aggaggcace 120
cagctgaccg ccetegggge tgatgctgea ccaactgtat ccatce 165

<210> 99

<211> 164

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 99

tctggecacgt cageccaccct gggcatcacc ggactccaga ctggggacga ggecgattat 60
tactgcggaa catgggatag cagcctgagt gectggcececg ggtgttcggce ggagggacca 120
agctgaccgt cctagggget gatgctgcac caactgtatce catc 164

<210> 100

<211> 22800

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

58



<223> sintética

<400> 100

aagctctaaa
taggggcata
ccaatttett
taatcataat
acattttccg
gcattcetttg
atagatccaa
taatgcttcc
aggggaaaac
cacacacaaa
cetgttctaa
taaatcccag
tgagctttag
agataaataa
ctttttacca
ttaataaaag
attatcactt
ccattgatge
tcaataaata
tgaattatgg
agagacatta
aaatgctatg
gatcttacgg
ctccaaatgg
gcatggagca
atttgttgga
atataaatac
atgagagaag
ccttctggty
cattccaatg
tttgatgtaa

actacaaact
aatgtgaaac
aactgccttt
aaacaaattc
aaggcagcte
ggatttaace
aactaggtga
atttaaaaat
tttaactgag
aaaatcaatt
gatcattgtt
caggacatta
atttttettg
aattcactac
tccaaagtgg
tatgtcattt
aaatgtcaat
tcctgatgaa
aaataagttt
atgcatctat
ttacttigta
gccaaagaaa
aattttccag
tgcaaataca
gagcaccttt
gctaggccat
acaaaacaga
actgtgtttt
atcaaactaa
acctagagac
ggaaatatct
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gctgaaagat
gccttgtgcea
tacctatatt
tcaataaatt
aagatattaa
agtttcccaa
tatatccect
ttctetttct
tgaatcaaag
ctattactct
gcatgaccat
gagatttttyg
tcaaaatgaa
cttagaattaa
aaagcctcecat
catcaattca
acatitataa
aattagcagg
tatgtaattt
aaaattecttt
tatgttccat
taggcataca
tctatecttt
agatggtaga
ctggecctgg
gagatttggg
aaagagagag
gttcatttcc
tgttctacag
taaaaqgccaa
tagagggcac

ctaatgacta
tcgtagaaga
aatcagtaat
ttatcgatac
ataactcatsa
gactcttete
agtaaaactyg
tgatccttca
tattctcatt
cagcctcagt
atgtattcca
tgagagtaag
tgagagttge
tttatgcata
ggaactagaa
ataagttata
actatggtac
cagtgataaa
aggagaaaat
gtacatttgt
ttgctcacct
tacatccttt
atctgtataa
gcctctgtct
tgaagattgt
gcagtggtat
agaagtgaga
tataatccta
ctecaaagaa
aaagaacctt
agatagaaat

59

ggacagccta
aagcagaaga
atactggctt
tcttcaatge
agggccaacc
acaatgttaa
tgaggtcaaa
ttgtatgtac
attataatag
tcctaaagee
ggtctaatct
catataggat
catatctaaa
taagtagaaa
attaatatta
atagcaaaaa
ataaatagga
tgataaatat
ggtgataatg
gaattgtaasz
atatgtccca
gcaggectgag
gcaacttaag
gecctggatee

agcatgagca

aacctaccct
gaagactgtg
tatcaccatg
gaatgctcgce
agaaattatc
atcttaaccc

gtaattttca
gaaagcatic
ttacctetgt
ctgctcagea
tcctattgeca
gatgttagaa
cttgtetggce
acaataaatce
gagcttcaca
aagttaaagt
aaactgtgga
tcagggttta

aattattcecce

tgctatcectee
gaaaaalcag
accataataa
tattgaatag
gaagcacatg
acacaaaatg
tatttatctt
gtctccttac
gcaggaaaaa
aggccatgtg
ttgagtggcet
agatataagc
attatggaaa
agagaagtgc
ggatcctgtg
ctaacgtcte
tattgcatte
aggtcactta

60
120
180°
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860



gttcgtggea
accttctcac
gcatagatit
atggttcaca
ttgtgcagtt
ttgtgeccottt
aaatggacac
accatettagt
gactctcact
cctecatgety
ggtacatett
aacaacctag
tcccaagatt
gggggtcggyg
tgtagaagat
gcettcctget
ggtagagaaa
cattgcatat
tgtccacaag
tgtagctate
‘tgactttccce
tagtataact
atgttacttg
gatgataacg
ttcttgggga
gagcitctctt
gacactggtt
ctocctgacat
tecaccatee
acaatatcca
gtceccaattt
atagtcaaga
aggtagaaaa
caaggtggtt

atggggaagg.

tgctagacct
gttcgggaaa
tgagttaaat
agagatgaga
accaagaaag
aaaattaaaa
c¢aaacactg
agttactttt
aattccaagg
tagaaagaac
gttcagccag
cggectettec
tataggacag
ttectttaatt
ggcagaaaga
atttcttcaa
caaggtcteg
gtgaataaag
taattcgatt
caagcgatcc
taaaattttg
atcacaaaat
aagcagaaca
gtgactgggce
gattacttga
tLtaaaaatac

gagctgaggc
atcacttcte
gctattataa
ataagcagca
tgaagcttat
tatgtgtgta
tccaaaaaga
ggagctacac
agcagtgaga
ccaagcatgt
ccacctgeat
tgtgaactca
aaggacaagc
gcacagcttg
gtgecatcget
ggggttgceat
tagtcattta
gcatttgtet
gaattacctt
ttatttagga
ttttggctta
actittettt
caaaaagaat
aatcctecag
atttctcatg
ttatctattce
tctaagttcet
ctaggtgaaca
¢caaaaatge
ttatattatt
aacatctttt
ggctcagtgg
aatagaattt
gcaagtgttt
caggcgggaa
ctaattggca
tagteccgggt
caatgaaggc
agaaaacagc
tgatgtccca
ggtttaataa
tetectattt
taaaaggtgt
acgattgctc
ctcgeaagat
aaaagttgtg
cattgttiteyg
gagtagttac
acaagcttta
agaaaatgtg
agtcttgage
cactgcacte
agatatcagt
ctgttctget
tcctacctca
gecatttcttt
ttacatcget
gactcaaatt
gtgttggett
gctcaggagt
aaaattattc
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tazaaaccagg
caacccaaag
gtccatgtac
gagggaagtyg
ctcttaaate
taaattttaa
tgttcaataa
attcacctea
ccaagtccat
tttgggcgta
agccccatce
aagtatgaga
ccatgataaa
gtgttataca
ttggtctaga
tgttttgagt
tgoccttagte
gaagtgaaca
gtgggcaaat
ataaaatggg
gtgatttttg
ttctaattce
tctgactaat
aatctagtaa
gcaatgaatg
tgttactcac
agggttaaac
gcaataaaat
agtggaggag
cttggcettt
aataatettt
caactgtggt
gttaacatat
aacctgagca
tcagggatta
atatcccttyg
ggagatgcaa
aggctgggac
acaggagact
gagccaacaa
aaagaaaatt
gtagaatcag
gtgcactgct
gtcagcttet
attccttcca
tgcaaggceg
ageeteoectt
tetgeactet
tgacagtgat
tgtaactcay
ttgtttttgt
cagectggga
aatgactgtt
ttcgaatgcea
gctictccag
ccacaatatg
ggaaatcccc
atcccttaaa
acacctgtaa
tcaagaccag
aggagttgtg

ccttttgact
tctagcagaa
ttcctcagac
aataactatc
atgttiftett
tataattttt
ggttacatgg
cccaaatttyg
aagcactaat
tceetggact
tggatctata
cagatctcaa
gcctccagag
ttttagggag
aaggtgtgac
ctctgatcag
tggcttattg
gagggatgac
tgtgagggag
aggcaggttt
gggtcctgag
ttttctactt
gcaccatctyg
acagaattge
gcaactggcec
caagacctat
agtccactece
tgtttettat
gagagaaaat
gagatacctt
acaaaacaga
gaaaagtgtce
tggatgtgag
actagagaat
gagttgaaca
gacaggtgga
atttgggaaa
ctggcaggta
tagaagcagt
aataaggatt
tacttttatg
aactctctca
gcectttget
ctcetttaaa
acatttgcat
tttatgtaag
ccattecactt
atagcagetce
tctcaacctg
gagtctctgy
ttgtatttat
gacagagcga
ttatattgtg
tggectcacty
tagttgagct
gccatgtgtg
ataageccagt
tcecececttaa
tccecagcact
cctggecaac
gcaggcagtt

60

cctaattttyg
aaggctaaaa
gctttaagat
ttcgtcteee
ctegtagtaa
ttccatgaac
cttcacatty
agaazaataa
gtcatcagtg
ggtttggtga
gococttectty
ttaatttaga
gtcctgatat
acaagaaaca
aactcaaggce

cctttcacat -

aaacagtagg
tttgagetet
gtatgtagct
gcctgatgea
gtttattttt
gtatgtgtta
actagaagge
ctgaaaaaga

aaaggattta

tagggtttgt
cagggeceoace
tctgaaaate
gaattgttce
acaaaacaaa
acacatctcc
agattctggt
gcgtgggaga
ttggaaggac
tattagacat
tgaatatgcg
cagggcgagg
acccaacaaq
ggtcaggagg
tecttttetgt
gttggttgtt
fgogcagtaga
ggtcaagttt
atagctcagg
ttgacttatg
tttatcagac
ccegetecata
cactgictgyg
ctccactgcce
tctgaaaget
ttatttattt
gacaattcag
gctgtagege
taacctccaa
tgatttattt
ctttactata
ttgagaaaca
ccacaaatat
ttgggaggee
atggtgaaac
gtaatcccag

tgctetttac
taagatatat
ggggcttcic
ctactgctat
atactacaac

‘cattcaagta

cecccctetac
tcaagaaaat
cacactgcag
catgatcaaa
tgtctttgtg
aagtttattt
atgtgcccaa
tcaatcgata
agggazgggg
gtgaaaggca
gcagaagaag
gtectttett
tttetttett
attcccagcet
tctttcacat
cagctgactt
agggttcttc
ggtgggtgte
tgaccagact
gctecacagy
acaccatacc
ctccaatact
attagagaac
tacaaaaaza
tttcttgata
catgtttcaa
aacgtgaaat
attttctgag
ttgagatgec
tgattctgga

ttactagcaa

tagaggtcga
aaggagttga
ttacaaatgt
attaagtggt
agatttggaa
atgcactgca
ctgtacaage
ggaagtgcag
ctgattctta
cgcgaccaag
cactctgatg
tccacctagt
ccggggtate
gttttagaga
gatctatcta
attegaggga
ctcecggget
taaagtttca
aaatatttic
caacccaaga
aaaacagtcc
aaggcgggty
ccegteccta
ctacttggga

1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2640
3000
3060
3120
3180
32490
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3300

3960

4020
4080
4140
4200
41260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
£680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
£220
5280
5340
5400
5460
5520



ggctgaggea
geceagtgcac
gtaaataaaa
acctggaatt
attgtttaaa
ttasaattta
atcaggggct
gtgaagacca
aactacaacc
cctgaaggga
tgtgagcecttyg
ctgaaggaag
gaaggagaga
ctggaaacaa
cttcggaatc
ctatgcacac
tttctaagtg
cttgtttgtg
tctgttgetce
caaaaattag
cactatttta
cggatgagaa
cataagatgce
cacgectcca
tggttagatt
tatccagctc
cagetetget
ggacagtcca
tctctattca
gtactgggga
aaatacaaaa
aacactagaa
actaagatat
tagaacgcett
gggtgaaaat
aactcaaaca
tgaatagaca
atctcacctt
tgaatcatgg
atctgatgat
atatgtgcct
ggaactgagt
attagcagca
aaaatgctca
cttacagcag
cagagaaaag
gaaaacacta
accacaactg
tcacttgttt
atcaacagat
acacatacca
cagcaatgty
caaatgtcac

agtgtggtat

atgagaaaat
cagacttcac
tatacaagta
gagagtatta
ctatgcaaty
acacgtagaa
tcatttagte

ggagaatcac
tccagectgg
tataaaaaaa
gacctgaatt
tattgcatta
tgaccaaggce
ccaatagcaa
gatgggccct
aggcacaaaa
aagagcacce
acatagaagq

agctcagcac

aggcccaata
ctagagaget
tctaggcatce
cagccaaggdg
caataagaaa
atttttaaag
atgaaccaca
tacttactaa
tttactccte
atttgagget
agagttaaga
actaggaagc
tctaggcaca
tgaatttgea
aacttcatca
ccatctgttt
cattcaacat
aattgaattg
gttaactcaa
gaaaacctag
caaaagcaca
ctgaacagca
atttgcaaac
attcaacaac
tttttcaaaa
aaattgtaat
gggcaggttt
tttataaagyg
ttgecttctee
caattasaacc
taagaacaga
aatcactaat
tcagaatgcec
ggaatactta
tggagatttce
ggtatctacc
attgcagcac
gattggataa
caatgaaata
gttggaactg
atgttctcac
gataaacact
actaaatgga
cactacacag
asaaaaagat
tccaatgeeg
ccccaagata
actagaaatt
ggtttccaayg
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ttgaacccag
gcaacagage
taaagcagtc
ctgatttttt
aaatattatt
aatgecctcac
gcaacatgac
Jgcaaacagtg
gactctgatg
caagttctga
ggtggtagca
attcaaagat
agaaacacag
aataaaagtc
aatttgggca
tgggaaccac
cctoccagaga
atcagtctgg

‘tatctgtaaa

gaaattacat
acagcaagtt
tggggaaagt
ttctaattct
aacatgctgy
gatgaataaa
tecaagggtt
aggtgaatac
acagatggta
ttatacaaga
ccatatgcag
gacagattaa
ggaaaatgcet
agcaccaaaa
agagaaataa
tatgcatcct
aacagcaaaa
gaaggtatat
aatccccaca
gtcccatget
ggagttceccec
tttgecttot
actttttctt
ctaatacagt
cactagagaa
tattattaaa
cacattatta
tcaaagaact
caaagggaaa
tattcacaat
agaaaacgtg
ctattcaget
gaggccatta
ttataagtgg
ggagattgag
tacaatatac
tatagctatyg
cgtacgaatt
tttctatgea
gaaattgtct
tttececetag
aagctcagaa

gaggtggagy
gagacttcca
cctattgata
tttcatcaty
tatcttgact
tcactcgect
ttttgaacag
taacctetac
gtgaagtcce
ccagaggcca
cctggetcag
tagaagggag
acaggaggga
acagtgccca
ccagtagttt
aggtgttgge
gtttaagcag
ttactgtgty
tttgecttece
geecagggac
tataagagaa
taagtaattt
gtgteotaagt
ccagaggatg
tcaacatgtct
tgtgagcaca
ctaggaggcc
aagccacata
aatagtcata
aagaatggaa
agacttacat
tctggaatta
caaaaataga
tecaatagagt
acagggaaat
taaccceace
gatatggttt
tatcatggga
gttctcatga
tgcacacact
gccatgattg
tgtaaattac
gtacaaatgg
tcgcaagtta
acaccaaaas
gtgggaatgt
agaaatagaa
taaattatta
agcaaagata
gtgtgtgtgt
ataaagaaaa
tettaagtgy
gagctaaatyg
atgggtggaa
atgattcagy
tagcaaaatt
ctgtttttta

gtgcccccae |

tcaactttta
atgaaagtta
ccagatttta

61

ttgtagtgag
tcttaaaaaa
tctetttatt
gattttttgc
actgagtttg
taccataatc
ctaagacttc
atgeaaatgc
agccctecaa
gagtcataac
taatgaagag
gtcccagtca
ggggtcaggg
gtccocccacat
tcaaagttct
ctagggatca
gggaataatt
taagacaata
ctgtaactgg
tatgctaagt
acgttattat
acctaatgte
tgatgctcca
ctgtcatcaa
ggtttgcaat
caagtctaaa
accctetgag
ccagctttge
tggatcecttt
ctagacctct
ataagacctg
atctaggtga
caaacaggac
gaacagataa
aatgtccaga
asaaaagtgg
ggctectgtgt
gagacccggt
tactgaataa
ctettgecty
tgaggectcet
ccaatcttgg
ccaagaagcyg
aaaccacaat
ataacatgtt
aaactagtac
ctaccatgtg
tataaazaag
tggaatcaac
gtgtgtgtgt
gaatgaaatc
ataattcaaa
atgtgtacac
gggtggaagg
cgatagatac
gcacctgtat
ttctctatga
tattatccat

tcccaggaaa

tgtaacataa
tgttcaatca

ccaagattgt
aaaaaattaa
cactazatca
attaattttyg
cgggacctee
tgagccacat
tctettcact
acgagattcc
gtcccaactt
gaagatggaa
gcttteggte
taggagcagg
caagatcata
ggaccagact
ccagaagatt
tgacaatgag
tgatttgttt
atccagaaaa
atctaaccaa
aattcataaa
ttccacattt
acacccagtt
tcaaacacac
gtttacagaa
agaatgaate
agtgtggcecct
accaccagat
catctgatgt
tcaatagaca
atctctcacc
taactacaaa
agaactcagq
ttaattaaac
tctgecagaat
atttagaagg
gcazaggaca
ctccaccceag
gggaggtaat
gtcctatgag
cctecatata
ccagccatat
gtatgtcttt
tacaaaaaac

gagatattat’

ggcaaggatg
agcttctgtg
gttcagcaat
atatctgcac
ccaagtgtec
gtgtgtgtat
atgtettttg
aacagaaggt
atggacatag
aggttgagty
actaaaagec
tgcttaaatt
aattactact
ttagcagcte

‘accttcagtce

cacattatct
aaaactgctt

5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6G00
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
74490
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100.
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180



attttaagtg
tctataagtt
agtcectcat
ctggtttttyg
caatgtgaag
gattcatctt
ttgtgtggat
ctaattttta
aactcaggat
taggtgtatg
tttgecactee
cactatatac
tgttgttact
tttgtgttit
tgtgaagagce
agatcaaaat
tttttatttt
ggaaagaggc
gccgagaaag
tgaggatgcc
taactaattt
ggtctatatt
acctaagtta
ctgttgtcat
ccagttaaaa
ttaaagcaaa
gtatgaaaat
aaatgatttt
ccaacttgte
tctgtaccetyg
tctgacctygg
ggcctatgta
cagtcagcaa
cacaaatagt
ctaccgectc
gcagtatttt
ccaccattee
ttttctattc
caaagtccag
aataaataaa
ccattattta
agactgaaaa
tctaagagaa
actcagctat
tttctcacea
ccaggtectt
gtgtttctge
gectetgter
aacagtccta
gtaaaaaaat
ctatgcaata
gcaattcaca
gagtgatcag
atttgagtgg
gaggaaactc
ttgaggccaa
atttttgaaa
cagcataatg
ttaatttttt
tEcataactct
tcaagtagcet

aggtttactyg
ttggcaaatg
cctttaaagt
tctgatccaa
ccttttgagt
tgctgtttcg
atgccacaga
gctgetaaga
ttcatttege
ttgaacttta
catcagcagt
cttetttgat
atggactgtg
atgaatatgt
agaagtttaa
aggggtctat
tatttttcta
aagataazaa
gaaactagcect
caaattatgg
gtecacaaca
attttctata
aaatattagg
agttagagaa
gttgggtaaa
cteocaagtea
actgatttaa
ataattctag
tataagactt
titctttacte
tttatatcgt
ggctcatggt
cacgagacca
ataatgaacc
ccceccteate
tcagccaate
attatgatte
caatticctt
gtcctgttaa
taaataacct
gaaacataaa
tggaaaagaa
gatattagaa
atgtagttga
aggcggactce
tcectgectyg
caagttccag
atcaagcaaa
actgcaaaga
tgggattcty
gtgaaaaaaa
acagatgaga
aaaacacaaa
aaaaaaatta
catggaggac
tttgtaaatt
agacaaaaac
cccetcagat
ttagagacag
ctctagcage
aggactacag
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aggtataaat
catagctgtyg
tcectttatge
tegtttgect
ctggetttgt
tgtagcacta
ttgtttatet
ataaagttagc
ttgggtaaat
taagaaactg
gaatgagggl
gacatatcct
agagttettt
tcteeccaatyg
ttttatgatg
tttgattace
atttcattgt
tagtctaact
ctcottacatt
gctttaaaaa
acacaaaaaa
tatgaaattc
tattagttga
tcttttaaaa
aagaactaca
ttttcatcaa
aatgcaaata
taagtttata
taatgaatca
tgcaaatcett
atcattgatt
ttatacaaca
ctttattttce
ctaagcttca
caattactct
attaatacgt
ccagcataat
gattgtettt
acatatggtt
attttttcca
tcacatcata
aggtatagac
agttgtacca
aatctaacta
tggaggcagg
ctecotccact
atagaagaag
attttteecag
agctgaggaa
ttattaaaga

taagaaactc

ccecaatage
tatgtatttt
aaaagcctga
ctatcattge
gaaaaatgcyg
gttatgtaaa
ccattgaagt
agtctcactc
ctegaactee
gcatgggaca

tacaataaaza
taaccacaac
cccttectte
cttectgaat
tcactigttc
gttcactgtc
agttaacaat
tgtaagcttt
tcctagettt

ccaaactgtt’

Ltccacttget
ticaaatttt
gtatattcectg
tgtggegect
tccaaattat
actgttatte
jaatttttaa

‘tgggcataaa

gattgtttaa
atatatatcc
tgattccacce
tacaactggt
taagacactt
tatggagcta
gaataatatt
tgaaatcaat
aggggagagt
ggtttatggg
cttagaattt
accttgecect
ttgttactta
ctgccatctyg
atttttagtg
caaattaaca
gttctcteac
tgccaactga
tgagagtaat
aaactgttet
aagttttace
attccaggga
ggactagaat
taaacttatt
gcattcatta
gaggagcttyg
tggttcagag
ctagcttgtg
atagaacaca
aaatgcacaa
ttagattttt
ataagaggag
aataaaaaag
caataaacat
aaaccaaaaa
taatatcaag
aaatgtgyga
cacaccctge
tggaatcatg
catgtgtatc
tgtcacacag
tgggctcaag
caacacacag
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gecacchttt
cacattcaag
accccagcecc
gtcatgtaaa
acttaggaga
tattgttgag
ttaaagccat
ccaatgcagy
gggactgetg
ttccaaagtt
cgagectagt
tggtcaagtt
catatgattt
tttatttter
cttttettet
tatctecatt
ttaaacccaa
ttttagagtc
tttcagacgt
aaacaggggt
ataagtttge
tcttaaaget
tatcatctat
ttttcataga
tatgtttate
aaggttttge
ttgagagaga
gtttttacgt
ttaaaataat
tttgtctaaa
gcaagcacag
ctgacagagt
tttatagaaa
ttttgctaat
ctectcacac
taaggacttt
tcectaatat
taccctaagt
caaacccaaa
atagtgaaag
tatcttgaag
taaaaacttc
ttcagtattc
atcagataaa
ctagacagct
actttcatce
aaggagaaat
tagatttecag
ggctgggaca
ggaagaaaga
tgggcatace
ttttaaatgg
taaaatacaa
tattggagag
atgaaactta
aaccaagtac
caatatgtga
aacagctcac
ggtggagtge
catcctcetg

ctaatttttt

cgtgtatatt
atataggaca
ttggcaacca
tagagccatg
atgcatttga
tagtattcca
ttggtecattt
tttttgtgtg
agtcatctgy
gctgtgetet
attttaactt
tttattgggg
ttttectecaca
taacgtgeca
tttetttett
tgattttcga
atattctagg
atattctett
cactacttta
tcagaaagaa
ccagtgacag
actgtacata
gaaatgttge
ttazactatyg
gtygtaaggtt

‘aaatatatat

gagagagace
acttttctac
ttattattacg
agcaataaaa
tgatccatta
gtgacagtca
tatgaatata
cttgttteaa
acagacactyg
taaaaaacaa
ccaataccca
ttgcttaaat
taaataaata
agggtaaatg

‘tcaaaattga

aatgcagaac
atcagtattce
gagatacatt
gctgcaggac
tgcaagatgg
aagcagtggt
atgatgtctce
ctgttgecet
ttgaaaactc
ttaaaaacag
tcaacctcat
tgtattgacc
gatgtagagt
atacacgaat
ccettgeaat
cctttatact
tattttttet
agtggcgaga
cctcagcctc
taaatttttt

9240
9300
9360
9420
2480
9340
9600
9660
9720
9780
9840
94900
9960
10020

10080

10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680

110740

10800
10860
10920
10980
11040
11100
11160
11220
11280
11340
11400
11460
11520
11580
11640
11700
11760
11820
11880
11940
12000

‘12060

12120
12180
12240
12300
12360
12420
12480
12540
12600
12660
12720
12780
12840



ttagagacat
cteccaccete
accgtgcceca
ttgttttacc
aataaaacca
ctgggataay
atcttcagtt
ttgtttagaa
ttatcgatte
tattaaatctt
atgagcactt
gatttatgat
tttaacatte
ctgtctcate
tcatttgaaa
atctcagcega
agagccgtta
gagagageca
tgacaaactt
gcactgctyg
gectteocagag
agagaaatag
tttttttaaa
acccttggtg
atcagaatag
gaaggcatct
tccctaggaa
agggagagta
gtaggtaaca
agaaaggaag
ggaagyggaat
aggaaggaaa
aagaaagaca
aagagaaaga
gaaagagaaa
aaagaaagag
aaagaaagaa
ttttgcazaca
gataccttat
tttgaactag
cactttggga
acatagtgaa
cctgtaatct
aggttgeagt
cgtecttcaas
acttttattt
ccaacagetyg
gtacctccaa
gcacttattt
ttaataaata
ttagazaaaa
tttctecctc
tggcagtgac
gaaccagtta
tgctggectc
gagacagatc
atagaaaatt
cagtggatge
tgataaaatg
gaacaattca
tctgatgacce

ggtctcacta
tactticacaa
actcactact
attaatctat
ctatgaatag
ttttcatttc
ttattctatt
gtgtgttgtt
ccagtttgat
gttgaggttt
gaaaagaatg
cttactcatt
ttgtcaggta
aaagctgaga
tctggacttt
atttcctete
ctgcctaaga
geotttttatt
cteecagsace
gtcgetectt
tctteataag
gtaaaagtaa
ctttcaaaas
ggaaattcaa
ttcaggtttt
tatatttact
atttgacctg
gtagcectge
ctaaatecgtt
aaagagagayg
gg9aagggaag
ggaaaggaag
agaaagaaag
aagaasagaa
gacaagaaag
aaagaaagaa
agaaagaaag
acctaatata
aaataacagg
ttttazaaaa
ggctgaggcea
acaccgecte
cagctactca
gagccaagat
agonanasaa
tcattctatg
cattttgete
ccagagagag
tacattgtge
tgtgtatttyg
aattttgtagt
tetotetett
aaatgccatg
tcttatgaaa
agcccasaggy
gtaacactga
ctttcttctg
tattgcacaa
cattaattag
gtaasataag
aagagggcta
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tgttgectac
agtgctgtag
tttrattact
tgtaggacat
ttgtgtattg
tttgggettt
caatatataa
ttgtttccaa
tccaggtggt
gttacatgge
cgaattctgce
gatggtggtyg
attctaacgt
ttttcectggt
ggagtattgt
trgccactea
attgttttac
agggctttat
aagtctggaa
gggtcccaat
tttgectttac
ttctactcea
caaaacaaas
gtccaaatac
aaacaaattt
aagcacctat
deagctggag
cccagecace
ctggaacacsa
agaaggaagyg
gaaggaagga
gaaggaagaa
aaagasagas
agaaaggaaa
aaaaaggaaa
aaagaaagas
aaagaaaaag
agttttttaa
gcatcetatg
caaggaggcce
ggtggatcac
tactasaaat
gcaggcetgag
cacagcattg
aagacaagga
ctatccgatg
cctcoagace
tcgagteccea

-cttgatacag

ggattgtage
ggctcaatca
tettetcagt
ggcacatgag
ttttccagag
gaatttcett
gacttacatg
gacagtcttce
ccctacatat
tcacagtaag
agttacttga
ctaagcatct

gctggtctea
gtatgtaggt
aattattcca

tttgactgat.

tatacgtttt
tactgtatce
tcttttattt
gggtttogea
cagagaacac
ccagtatatg
tggtgetggt
ttgagtttga
ctctgteatg
tccectggtt
gttatgaggc
ggaaggagaa
tgggcttece
gttttictgg

tggatgaggc

gttectaact
gtacaatgtc
tctttcagga
ggcagctgea
acattttaag
atatttatga
tttgttcttg
ctgatccace
cctcaagaca
acaacgaaag
aagggaggga
aazaggaagga
ggaaagaaaa
agaaagggga
gaaagagaaa
gaaaagaaay
agaaaagaag
aagaagaaag
aagttaaata
acctgaattt
aggcgcactyg
gaggtcagga
acaaaaatta
geaggagaat
cacteccagec
atctgtaaaa
cctactgceta
acctgattag
cagaaaggeg
agtactcaat
atattgcagce
acaaacgact
tgatgttget
atatgataaa
tggatactgg
ccagagacag
aggacaccaa
tctgttctaa
gctatgtott
aggttaacaa
gcacaaacac
aaacaggagyg
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aactcctagyg
atggattgta
tgggatggat
tccagttitt
tgtgctaagt
ttgatattat
tccttoaaat
tttttcccat
acttcatgtg
gcaattttgyg
tggagttttc
tgtgttctta
tcagtattag
cctgttgdga
tttggatcte
gttgggtgtt
ctttecttict
gectgttgat
aaaaagaaac
ggtctgectt
cggggtuttt
agcaaaagcce
acagtaaaga
tttggctage
ttatgcatat
ttaaaaagac
tggccactag
ggattctetc
aagaaaggaa
gyggaaggaag
agggagggag
aaagaaagaa
aagaaaagaa
gaaagaaaaa
agaaggaaaa
aaagagaaag
gagaaaatga
ttetgtteea
cccaaattat
geteatgect
gctegagace
gcegggegty
cgcttgaace
tgggcgacag
caggecactgg
tttcecttca
agctcacgtyg
taacaatcac
gaatgctett
tacctyggata

tttetetcte

ggagttcagt
aggtccctga
atctctectg
agggcagtga
acagaazaaa
cttcagcaaa
ttcctataca
caataactag
taggatatca
gtaagtgtag

tcaagcgatt
ggtatgaacce
gtaccgcagt
tittaataca
tttcattctt
aatatgttac
ctcccatgga
tatttttcta
attteagtte
tatatgticec
cagcaatgtt
cgatqgcage
cgoetcecttaa
tgtogtggttt
atttaaactc
Lgaatggage
ccttrgacta
gtttctaggt
ccegtggaat
cttctectceca
actttacttyg
ccettgtgta
agctagtaac
cagtgagaac
actaaaagct

‘agaattccat

agcacagagc
tetgggaact
agagaaagaa
gaaggggaag
agagggagga
agaagaaaga
agaggaaaga
gaaagagaaa
gasagaaagy
naagaaagaa
cagcaattac
tgcattgetyg
gagttgaggy
gtaatcceag
agccttaccea
atggtgcgca
Cagaaggcgyg
agggagacte
aagtatatgce
tatttaacct
ctctcacaca
cagtaatttt
tgaatcatat
tataatttaa
tetetetete
gttgtgecaga
agaaggtgga
tctggeaccea
ttgaggtggg
ggtggcaagt
atteteccee
cacttaccta
taataaaata
tgacagtcaa
acagcatgga

12900
12960
13020
13080
13140
13200
13260
13320
13380
13440
13500
13560
13620
13680
13740
13800
13860
13320
13980
14040
14100
14160
14220
14280
14340
14400
14460
14520
14580
14640
14700
14760

14820
14880
14940
15000
15060
15120
15180
15240
15300
15360
15420
15480
15540
15600
15660
15720
15780
15840
15900
15960
16020
16080
16140

16200
16260
16320
16380
16440
16500



gacgctggac
tcatcacgct
tittaatatt
ttgatazgga
tacatatata
cacacacaca
ataagatgca
cttttctact
aacttttgca
tgaatcaaat
taaattattt
acttggtcct
cacttttect
tggtttogga
ttctttecaat
gagagatgac
atagctctga
aggacaccte
tcaatgacat
ctecatgatte
caaaggaggt
ttgtttccat
cttagacttyg
tgtetatgta
ttttgeecttyg
tgtgttgtat
aacatgttta
taggggcaca
tccaaggttt
gaccgtcece
aaggectett
gcatgtetea
ctctgtgget
tgagatgttt
ttoccttgas
tcecccactat
tcaataaata
gacggtcect
ctecagtctet
ttecgagcecag
Ltcacaactt
acgagaagag
aagacagagc
tatgtaaatc
atctictectt
caagatgaac
atgcatttge
atgagaggaa
cctctatcte
atatccacte
ggatgtgaac
aatgtaaaac
cectactetgg
caaacttgaa
cctcaaacct
actgtatgtt
aaagcaaaaa
cagtagtttt
cctetetete
ctgactttce

tgctgaggagt

aaagggatga
actaaggcac
ttcagactac
ggtactactg
cctacataca
cacgcacaca
caactigtta
agataaaaat
atctagtttt
atcettgaaa
aaagttttaa
tcaaacttaa
aaactttgct
gggtttttta
ctetattece
ccaggtgtta
agtacggctt
ctgtttttge
ggtttaaatc
tccaaccacy
tttgaaagag
ctgttgttca
gagctctagce
gaaaaggaag
agatgctgtt
ggaatcaaga
caggcagtat
gtgcactgeg
ctoccccactyg
cagectgaca
gcggttgaga
gtgtaaaacc
dgaggcgaga
gggtgagaga
tctactigtyg
caccctgtte
ctgagggaac
tggqgcccact
cgteccacct
gattatcaqgg
catccagage
aacatagggg
ttgaggggct
tcggtggetg
tctetcaagg
atctacattt
acgtggecgy
acagacacaa
cctacttect
gtgacaaact
cacagaattt
tgagagagtt
actecageat
gatggatate
tgcaaaaggc
actgatgtga
tgatatttet
caggatgatt
tetetttcte
ttectgtcece
tcaatgtaaa
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ttcagtccea
acaatttaaa
agttgcctac
tacatcgtce
tacatataca
cacacactca
atgtcctaca
ccattatcat
taatcatcat
acatacatag
ataatttaac
tttgtacttt
ggattggttt
aatcccatta
acggcctgaa
ttccactete
ttctggggct
aztggaaaaa
tetgtggtgt
aaataagatte
Ltggaggacge
ttcattgttt
ctcagccagg
acataagaaa
aatctgtaac
tttaagggat
gcttggtaaa
gaaagccgcea
agacagecetyg
cccgtgaagy
taagaggaag
tgattgtaca
tatgctggceg
agcataaatc
acacagatte
tcctgccgea
tcagagaccyg
gttcettcte
gacgagaaat
gcatttgggg
cagcctgaac
ctgggtgcca
cattcctctt
aaccccteet
aagtcaaaaa
tctaaagtgg
acaaaggact
cctggaggey
ggctaatyggg
agctggaaga
cctecetetec
acaatcttaa
gactgctgag
agctacagac
aaacttatge
ggggaactte
tgaaatgtta
tatagatgty
tectetetet
ctccacagea
gcaccttcag

ggctggtatg
atgagtaaat
aggtaactga
tttgaaccaa
catacctgea
catctactaa
gagcaataaa
tttcataaaqg
aaataggaag
tcatcttttt
attcacaata
tatgtatcgt
attatttttg
ctattgaatyg
gcatgagggce
cactgtcecac
ctgtggggaa
atgtttctaa
tcttcaaagt
attatcattt
gctaatgaac
ccattggecet
atagggaaaa
ctccattttg
tttagcceccca
ctagggetgt
agtcatcgec
gggacctctyg
agatatggcc
gtctgcgetyg
ccetetgtet
ttcgttctat
gcaatgectgc
tggcctacgt
ctttgctcac
ttceectige
gtgccagecgc
tatactttgt
acccacaggt
gtctgcaaaa
agtagttgce
agtaggtaga
gcaaaatgaa
aggatagtaa
acacctgcag
gacaagaatc
ttgcttctge
gcaaagaagc
gcagcettga
atgacaacca
ttgtggaatg
ggaggagtca
ctcaaatata
tttecetgagt
cattgtgtcc
ctaaattgqgc
catctgagga
cattgaagty
cgetetttet
gtttatattt
tgatgagtta

64

gagcggaagyg
tcttatttcet
gacccecagaa
ctttatcatt
cacacctata
tgttagaata
accataagea
ttttetttac
caaatgaact
ggtttatttt
gtttgtgact
gcttacctca
tctatttett
cctattaact
caagctgtct
ctatcaccat
aactagaact
attccagttt
tttttettet
ttatatttct
tcaaaaatcc
gteegecteoe
gagagatcag
atctgtatece
accttgtgct
gcagaatgtg
attctccatt
cccaggaaaa
ttgcgggatg
aggaggatta
cctgcatgec
tctgagatagq
tctgttgttce
gcacatccag
atgttttctt
tgaggtagtg
gggtcctcceg
ctctgtgtet
gtggaggygygce
ctaagcceca
catgatttet
cagggagggc
acaaaaacca
gocctgacac
ccttactgte
tctgttcata
cagcacatct
agctctttet
tccttgggaa
atcaggtice
tcagcttacg
agctaaagca
tatagagaga
caggtaggga
tctgacatac
tagtaaatta
acattgctaa
tgtacttygtg
ctecttgeece
tttttctgat
gttggaatgt

gcatgatatg
agaaatttcet
agcaaaattyg
tgctagtata
tgtatacgta
agtttgctaa
ttggggttat
attaacatct
gtttctctag
tatitttaga
gtatattttg
attttttatt
ttcettctag
tgcececttt
gtaaccagca
tcccagececeg
ggctgcttca
ctctatgaat
aataggacct
tctgtcatty
acactattecc
tatectcett
actgttactt
tgaacaattyg
cacagaaaca
ccttgttaac
ctcgattaac
ctgqgtattyg
ggaaagatct
gtaaaagagqg
ccltygggaacg
gagaaaaccg
tttactacac
gcatagtacc
gctgacctte
aasatagtaa
tatgctgagt
tatttectttt
tggacaccce
actcatcgat
atgccttaat
agggaactct
cagcactgaa
aattgctgcet
ccecttggaaa
tttatgtecc
gtcttcagat
caagtgacct
tccaggacag
aagcaccact
tctgacaaaa
gaaagaatca
gaaagaacca
aatggccatc
tggygtgatgt
tgccaaataa
aataatttat
cteteckctcet
ccoteccteco
aatctaactt
tceccaagaa

16560
16620
16680
16740
16800
16860
16920
16980
17040
17100
17160
17220
137280
17340°
17400
17460
17520
17580
17640
i7700
17760
17820
17880
17940
18000
18060
18120
18180
18240
18300
18350
18420
18480
18540
18600
18660
18720
18780
18840
18900
18960
15020
19080
19140
19200
19260
19320
19380
12440
19500
19360
19620
15680
19740
19800
19860
19520
19280
20040
20100
20160
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attctatttc
accttgectt
ggtggatcct
accacacaca
atcacaacaa
caatggtact
cggttgcact
cagctcagte
actatctect
tatagaaaag
atgtttatgce
ttttcaaaat
accatacaga
aggagatzac
atatattcaa
ttttcacaaa
tttgtgctac
agttattttt
cacttatccee
cttgttgett
aaacatggga
gacctctctg
catagagtct
gtgctcaata
ctttgtgtce
cacttgcecaa
gagaccaaat
aataaaccta
tgtggcagte
aattakgtat
tactggackg
agggtagaag
ctcacgectyg
atcgagacca
gcgaggcgtg
ggtgtgaacc
tgggygacag
ggtactctag
ctaatctgag
ctaacccagg
atagaaaaac
aaggttaaga
aggtettecag
ggcagctcca

cagcactctt
tcctesacag
ggcagagtct
tcctaasgat
tcattcctac
tatgataatc
gttcatatta
atctttttca
acactgaaac
tatttgacaa
attgcacagg
tagtacagtt
agagtaggag
taccaagcac
tgtagatggy
caccttccac
attgtaaagc
cactctttaa
agtetaagga
ccgttgagtg
tctgagttta
ccctcaagtt
tgggaataat
aatgtcacce
cctttaaaaa
tattaactct
gctaattctg
cccctaatct
agtattagtc
ttttetttat
agcctcccaa
agaatctgaa
taatccecage
tcctgactaa
gtggcgggcy
cgggaggcay
agcgagacte
gcccagtgac
agaaggtctce
tggacaaaga
tctaaggagt
gagatacaag
tgttgttgat
aagatggcat

<210> 101
<211> 154
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 101
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ttacatgaaa
atcaatctta
cacagatgct
ctecagecact
agatcaccac
atecttttatt
gatttccaat
ttcctgttte
aggaaagctt
agaaaactca
aatatcgaga
ttattatttce
gagatggcat
aatttatgtc
atcatgatat
gtaactatat
tctagcacag
acaatatttc
gttectttta
actttactce
aggtcacagcet
tttgcaccta
taaatgtgat
tttatgattg
aggactatac
ccacctctaa
ctattcaagg
ttagdattgt
tttggtctat
ttattctgaa
atacagggca
agcaggtaaa
actttgggag
cacggtgaaa
cctttagtee
agcttgcagt
cgtctcaaaa
ctgtctetgt
tcttcagttyg
tgttcccecaag
gtagggaggt
gctgcaaaaa
gagattacta
gcgeetggte

tccaagaagce
tcaatgtcca
tctgagacaa
tcoccatgttt
tgcatgtgat
gtttacaaat
tagctcactt
tatcccctac
ttaccttttt
cacatgtgtg
atgctaatag
taaaaactat
aaagtgtcat
ttttaaaatt
ctcaccacac
agaagtctac
tttaaccaaa
catgtgtagt
ccttecacea
tggagtataa
ctgccactta
caaagtaggg
gatccatgta
gtattgcgtg
ccttggtecag
cttgatcect
caactagcaa
agttatgatt
gatagcatct
aatgtttgtt
aataaaacat
aataaacagg
gccgaggtgy
cccegtetet
cagectagteyg
gageccaagat
aaaataaata
actctgtaaa
aattttgaaa
cagagggagt
gggagtaatg
tggagctgga
tggaaacact
cagctcagta

tctcagacta
tcacagatac
catttgettt
cattttgtgt
caataaaata
actgetttac
aggaacataa
atctetttec
ggcatgcitg
tacatatctt
gcaatgtcag
aaaatgaata
tgtteetect
cagcccgtat
atactcttca
gtcttecect
ctcctattaa
cttatacata
tcecageatt
tctgcgtata
ctgccataag
gataatatta
caatgtctygg
tatgtectgcea
ctattttgca
cteoettecte
agctgccagt
tctgttgtaa
ctgatctatt
aagcatttge
caaacagctt
cactecggetg
gcggatcacy
actaaaaata
ggaggctoag
cgcaccactg

aataaaataa

ttcaggteac
gacaattage
gcttgtgaaa
tatggaaggy
ctcaaaagaa
atggaacact
agagctgage

tcttactgac
tttgtagaac
caaaaaatga
tacagcaaac
gtttttgeaa
aatagttrtatt
gtcectcgaa
tttgcagacyg
atttaaagat
ttaaaaagtt
agtttactgt
tattcacatce
ctgcaatcec
ttatatacat
gtgacctgca
taatgtctge
tgaggatttt
cgtctgtaca
ceetgtcacg
gttcagttaa
ccagttcctt
gttecctagtt
cacttagtaa
gagaaaatca
cattaaattt
atcttctggt
gacagaatca
aagttactgt
attgayttte
taagtaaaga
ataatttaga
ggcgcggtygg
aggtcaggayg
caaaaaatta
gcaggagaat
cactccagece
aaaataatta
ctgctcaggg
agttcacaag
getggaggece
gtggagatgg
aatactgaaa
gggactccat
tcttoctgtyg

20220
202890
20340
20400
20469
20520
20580
20640
20700
20760
20820
20880
20940
21000
21060
21120
21180
21240
21300
21360
21420
21480
21540
21600
21660
21720
21780
218490
21900
21960
220240
22080
22140
22200
22260
22320
22380
22440
22500
2256¢
22620
22680
2274¢
22800

tctggcaaca cggectecct gaccgtetet gggctecagg ctgaggatga ggctgattat 60
tactgcagct catatgcagg cagcaacaat ttaagtcttc ggaactggga ccaaggtcac 120
cgtectaggt cagcccaagt ccacteccac tete
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<210> 102

<211> 156

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 102

tcagggacaa tggccacctt gactatcagt ggggcccagg tggaggatga agctgactac 60
tactgttact caacagacag cagtggtaat cattatgtet tcggaactgg gaccaaggtc 120
accgtectag gtcagocccaa gtccactcec actcete 156

<210> 103
<211> 150
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 103

tctgggaaca cagccactcet gaccatcage gggacccagg ctatggatga ggctgactat 60
tactgtcagg cgtgggacag cageactgce gtctteggaa ctgggaccaa ggtcaccgte 120
ctaggtcage ccaagtccac tcccactcte 150

<210> 104

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 104

aggtggaaac acggtgagag t 21
<210> 105

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 105
ccactcgggg aaaagttgga a 21

LISTADO DE SECUENCIAS
<110> Regeneron Pharmaceuticals, Inc.
<120> Ratones que expresan una cadena ligera de inmunoglobulina hibrida

<130> N115473-EP
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<140> 11728509.8
<141> 22-06-2011

<150> 61/357.314
<151> 22-06-2010

<150> 61/357.317
<151> 22-06-2010

<160> 141

<170> Patentln version 3.5
<210>1

<211> 219

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 1

actttcagaa tgttcttgaa cagtctctga gaaacacgga agacggccgce ataacttcegt
atagtataca ttatacgaag ttattctaga cccccggget cgataactat aacggtocta
aggtagcgac tcgagataac ttcgtataat gtatgetata cgaagttate catggtaage

ttacgtggea tacagtgtca gattttetgt ttatcaage

<210>2

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 2
agctgaatgg aaacaaggca a

<210> 3

<211>19

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 3
ggagacaatg ccccagtga

<210> 4

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

ES 2570 131 T3

21

19
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<220>
<223> sintética

<400> 4
tcccataggg ctaggatttc c

<210>5

<211>19

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 5
tccectcaca ctgttceec

<210> 6

<211>19

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 6
ggtggagagg ctattcggc

<210>7

<211>17

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400>7
gaacacggcg gcatcag

<210> 8

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 8
tcaacctttc ccagcctgtc t

<210>9

<211> 24

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 9

ES 2570 131 T3

21

19

19

17

21
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ccccagagag agaaaacaga tttt

<210> 10

<211> 20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 10
ccctggtgaa gcatgtttge

<210> 11

<211> 20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 11
tgtggccetgt ctgccttacg

<210> 12

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 12
cacacctaga ccccggaagt ¢

<210> 13

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 13
tcgctttgee agttgattct ¢

<210> 14

<211> 17

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 14
tgcggcecgat cttagec 17

<210> 15
<211>18

ES 2570 131 T3

24

20

20

21

21
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<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 15
ttgaccgatt ccttgcgg

<210> 16

<211> 20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 16
gcaaacaaaa accactggcc

<210> 17

<211>19

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 17
ggccacattc catgggttc

<210> 18

<211> 22

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 18
ccatgactgg gcctctgtag ac

<210> 19

<211> 25

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 19
caagtcaggg tgctaatgct gtatc

<210> 20

<211>19

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

ES 2570 131 T3

18

20

19

22

25
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<223> sintética

<400> 20
cacagcttgt gcagcctcc

<210> 21

<211> 22

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 21
gggcactgga tacgatgtat gg

<210> 22

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 22
tcataggtag gtctcagttt g

<210> 23

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 23
tgatctgegc tgtttcatce t

<210> 24

<211> 31

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 24
tgacatgaac catctgtttc tctctcgaca a

<210> 25

<211>29

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 25
agagacgctc cgaggtcaag gtgctctag

ES 2570 131 T3

19

22

21

21

31

29
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<210> 26

<211> 23

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 26
tgggcacaac agacaatcgg ctg

<210> 27

<211> 16

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 27
accctctgct gteect 16

<210> 28

<211> 26

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 28
ccaagcagga ggtgctcagt tcccaa

<210> 29

<211> 24

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 29
tccacactgt cggctgggag ctca

<210> 30

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 30
acgagcgggt tcggceccatt ¢

<210> 31
<211> 37
<212> ADN

ES 2570 131 T3

23

24

21

26
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ES 2570 131 T3

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 31
ctgttcctct aaaactggac tccacagtaa atggaaa

<210> 32

<211> 27

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 32
tgccgcttat acaacactgce catctge

<210> 33

<211> 37

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 33
agaagaagcc tgtactacag catccgtttt acagtca

<210> 34

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 34
gggctacttg aggaccttgc t 21

<210> 35

<211>23

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 35
gacagccctt acagagtttg gaa 23

<210> 36

<211> 23

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

37

27
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<400> 36
aagaccagga gctctgccta agt

<210> 37

<211> 22

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 37
cccatcacga actgaagttg ag

<210> 38

<211> 20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 38
cagggcctcc atcccaggca

<210> 39

<211> 28

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 39
ccccagtgtg tgaatcactc taccctcc

<210> 40

<211> 20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 40
cctctectece tcaccctect

<210> 41

<211> 20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<220>
<221> variacion
<222> (4)..(4)

ES 2570 131 T3

23

22

20

28

20
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<223>r=aog

<220>

<221> variacion
<222> (9)..(9)
<223>s=cog

<220>

<221> variacion
<222> (11)..(11)
<223>y=cot

<220>

<221> variacion
<222> (12)..(12)
<223>y=cot

<220>

<221> variacion
<222> (13)..(13)
<223>y=cot

<400> 41
atgrccdgst yyyctctect

<210> 42

<211>18

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 42
ctcctcactc agggcaca 18

<210> 43

<211> 20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<220>

<221> variacion
<222> (18)..(18)
<223>s=cog

<400> 43
atggcctggg ctetgctsct

<210> 44

<211>19

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

ES 2570 131 T3

20

20
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<220>

<221> variacion
<222> (11)..(11)
<223>y=cot

<220>

<221> variacion
<222> (13)..(13)
<223>s=cog

<400> 44
atggcctgga ycsctctce

<210> 45

<211> 23

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<220>

<221> variacion
<222> (11)..(11)
<223>y=cot

<220>

<221> variacion
<222> (15)..(15)
<223>r=aog

<220>

<221> variacion
<222> (16)..(16)
<223>y=cot

<220>

<221> variacion
<222> (18)..(18)
<223>y=cot

<220>

<221> variacion
<222> (20)..(20)
<223>m=aoc

<220>

<221> variacion
<222> (21)..(21)
<223>y=cot

<400> 45
tcaccatggc ytggrycycm ytc

<210> 46

<211> 22

<212> ADN

<213> secuencia artificial

ES 2570 131 T3
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23
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<220>
<223> sintética

<400> 46
tcaccatggc ctgggtctcc tt

<210> 47

<211> 22

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<220>

<221> variacion
<222> (16)..(16)
<223>m=aoc

<220>

<221> variacion
<222>(19)..(19)
<223>y=cot

<400> 47
tcaccatggc ctggamtcyt ct

<210> 48

<211> 26

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 48
tcaccatggc ctgggctcca ctactt

<210> 49

<211> 20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 49
tcaccatggc ctggactcct

<210> 50

<211> 23

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 50

ES 2570 131 T3

22

22

20

26
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tcaccatggc ctggatgatg ctt

<210> 51

<211> 22

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 51
taaatatggc ctgggctcct ct

<210> 52

<211> 22

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 52
tcaccatgcc ctgggctctg ct

<210> 53

<211> 22

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 53
tcaccatggc cctgactcct ct

<210> 54

<211> 30

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 54

cccaagctta ctggatggtg ggaagatgga

<210> 55

<211> 16

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 55
gtaaaacgac ggccag

<210> 56
<211>17

ES 2570 131 T3

23

22

22

22

30

16
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<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 56

<210> 57

<211> 440
<212> ADN

caggaaacag ctatgac

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 57

gggcctggge
ctgceoctgac
gcactggaac
caggcaaagc
atcgettecte
ctgaggatga
gaactgggac
caccatccag
<210> 58

<211> 441
<212> ADN

tectgetgete
teagectece
cagcagtgac
ccccaaactc
tggctccaag
ggctgattat
caaggtcacc

taagettggyg

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 58

atggcetyggg
tetgecetga
tgcactggaa
ccaggcaaag
gatcgettct
gctgaggatg
ggaactggga

ccacecatcca

ctetgoetget
cteagectcoe
ccagcagtga
cccccaaact
ctggctocaa
aggctgatta
ccaaggteoac

gtaagettgg

ES25

17

ctcaccctee
tecgegtocyg
gttggtggtt
atgatttatg
toctggcaaca
tactgeaget

gtcctagggy

ccteaceccte
ctocgogteoe
cgttggtggt
catgatttat
gtctggcaac
ttactgcagec
cgtectaggyg

g

70 131 T3

tcactcagag
ggtctectgg
ataactatgt
aggtcagtaa
cggcctocet
catatgocagg

ctgatgctge

ctoactcagy
gggtetoctyg
tataactatg
gaggtcacta
acggecctecece
tcatatgcag

getgatgetg

79

cacagggtec
acagtcagte
cteoctggtac
gcggcoctca
gaccgtctcet
cagcaacaat

accaactgta

gcacagggtc
gacagtecagt
tetectggta
agcggececte
tgaccgtcte
gcagcaacaa

caccaactgt

tgggcccagt
accatcteoct
caacagcace
ggggtccctg

gggctccagg

ttogtetteg

teocatcttee

ctgggoccag
caceatcetee
ccaacagcac
aggggtccct
tgggcteocag
ttatgtectte

atcecatette

60

120

180

240

300

360

420

440

60
120
180
240
300
360
420

441
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<210> 59

<211> 441

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> sintética

<400> 59

atggcctggg cteoctgetget

tectgecctga cteocagectcee

tgcactggaa ccagcagtga

ccaggcaaag ccocccaaact

gategettet ctggotecaa

gctgaggatg aggctgatta

ggaactggga ccaaggtcac

ccaccatcca gtaagettgg

<210> 60

<211> 438

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> sintética

<400> 60
atggectggg ctotgetect
gocctgacte agecctcccte
actggaacca gcagtgacgt
ggcaaagccc ccaaactcat
cgcettoetetg getecaagte
gaggatgagg ctgattatta
actgggacca aggtcaccgt
ccatccagta agcttggg

<210> 61

<211> 438

<212> ADN

<213> secuencia artificial

ES 2570 131 T3

cctcacccte
cteogoegteo
cgttggtggt
catgatttat
gtetggeaac
ttactgcagc

cgtoctaggyg

g

cacccteocte
cgcgtocggyg
tggtggttat
gatttatgag
tggcaacacy

ctgcagetea

cctaggggoet

ctcactcagg
gggtctcectyg
tataactatg
gaggtcagta
acggecteoce
tcatatgcag

gctgatgcetyg

actcagggea
tctcctggac
aactatgtect
gtcagtaagc
goctocctga

tatgcaggea

gatgectgeac

80

gcacagggtc
gacagtcagt
tetectggta
ageggeccete
tgacegtete
gcagcaacaa

caccaactgt

cagggtoctg

agtcagtcac
cctggtacca
ggccctcagg
caegtotetgg

geaacaatta

caactgtatc

ctgggcoccayg
caccatctece
ccaacageac
aggggtcect
tgggctecag
ttatgtctte

atccatcttc

ggcccagtet
catctcctge
acagcaccca
ggtcoctgat
getecagget

tgteottogga

catcttcococea

60
120
180
240
300
360
420

441

60
120
180
240
300
360

420

438



10

15

20

25

<220>
<223> sintética

<400> 61

atggectgygyg
toctgocctga
tgcactggaa
ccaggcaaag
gatcgcttct
getgaggatg
actgggacca

ccatccagta

<210> 62
<211> 441
<212> ADN

ctetgetget
cteoagectec
ccagcagtga
coccccaaact
ctggctccaa
aggetgatta
aggtcacegt

agettggg

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 62

atggcctggg

toetgecectga
tgcactggaa
ccaggcaaag
gatcgecttct
gctgaggatg
ggaactggga

ccaccatcca

<210> 63
<211> 442
<212> ADN

ctctgetect
ctcageoctee
¢cagcagtga
cocccaaact
ctggctccaa
aggctgatta
ccaaggtcac

gtaagcttgg

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 63

ES 2570 131 T3

cctcaccecte
cteegegtee
cgttggtggt
catgatttat
gtctggcaac
ttactgeage

cctagggget

cctcaccete
cteoegegtec
cgttggtggt
catgatttat
gtctggcaac
ttactgcage
cgtoctaggg

g

cteactecagg
gaggtctoctyg
tataactatg
gaggtcagta
acggectcce
tcatatgeag

gatgetgeac

ctcactcagg
gggtctectg
tataactatg
gaggtcagta
acggcctceccc
tcatatgcag

gctgatgetyg

81

geacagggte
gacagtcagt
tctcotggta
agocggccocte
tgaccgtctce
geagoaacaa

caactgtate

gcacagggtc
gacagtcagt
tetectggta
agoggoccte
tgaccgtctc
gcagcaacaa

caccaactgt

ctgggecocag
caccatctee
ccaacagcac
aggggtceoct
tgggctccag
tgtetteogga

catctteocca

ctgggcccag
caccatctee
¢caacagcoac
aggggtocct
tgggctccag
ttatgtectte

atccatctte

60

120

180

240

300

360

420

438

60

120

180

240

300

360

420

441



10

15

20

atggectyggy

tctgcoctga
tgcactggaa
ccaggocaaag
gategettet
gcetgaggaty
cggaactggy

cccaccatcce

<210> 64
<211> 428
<212> ADN

ctetgetget
ctcagccteoc
ccagcagtga
cccccaaact
ctggetcacaa
aggetgatta
accaaggtca

agtaagcttg

<213> secuencia artificial

<220>

<223> sintética

<400> 64

cetteatttt
ctgecttget
acaccatega
agagtgatgy
ctggggctga
actgtggaga
aggtcacegt

agcettggg

<210> 65
<211> 441
<212> ADN

ctocacaggt
gggagecteg
atggtatcaa
cagccacagc
cocgctacctc
gagccacacyg

cetagggget

<213> secuencia artificial

<220>

<223> sintética

<400> 65

ES 2570 131 T3

cctcacecte
ctcogegtec
cgttggtggt
catgatttat
gtetggeaac
ttactgeage
cogtectagy

a9

ctetgtgete
atcaagctca
cagagaccaqg
aagggggacy
accttctcca
attgatggcc

gatgetgeae

c¢tcactcagg
gggtctecty
tataactatg
gaggtcagta
acggectece
tecatatgeag

ggctgatget

tgectgtget
cctgecacect

ggaggtocce

ggatcccoga
acctccagte
aagtcggtty

caactgtate

82

gcacagggtce
gacagtcagt
tcteoctggta
agcggceccte
tgaccgtete
gcagcaacaa

goaccaactyg

gactcagecoe
aagcagtgaqg
ceagtatata
tegetteaty
tgacgatgag
tgtcttcogga

catoetteococa

ctgggeccag
caccatctcc
ccaacagcac
aggggtccct
tgggctocag
tttatgtett

tatccatett

coegtetgeat
cacagcacct
atgaaggtta
ggctccagtt
gctgagtatc
actgggacca

ccatecagta

60
120
180
240
300
360
420

442

60
120
180
240
300
360
420

428



10

15

20

atgacetget
teoetgtgttga
tgctctggaa

ggaacagccc

cgattoteotg
ggggacgagyg

ggaactggga

ccaccatcca

<210> 66
<211> 441
<212> ADN

caectetect
cgocagaoged
gcagctccaa

ccaaactcct

gotacaagte
cogattatta
ccaaggtcac

gtgagcagtt

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 66

atgacctgct
totgtgttga
tgctctggaa
ggaacagocc
cgattetotyg
ggggacgagyg

ggaactggga

ccaccatcca

<210> 67
<211> 345
<212> ADN

ccectetect
cgcagcogoc
gcagctcocaa
ccaaactect
gcteocaagte
cegattatta

ccaaggtcac

gtgagcagtt

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 67
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cotcaccott
cteagtgtet
cattgggaat

catttatgac

tggeoacgtea
ctgoggaaca

cgtectaggg

a

cctcaccett
ctcagtgtcet
cattgggaat
catttatgac
tggeacgtea
ctgeggaaca
cgteoctaggg

a

ctcattcact
gaeggeocoocag
aattatgtat

aataataagc

gecaccectygyg
tgggatagca

getgatgetg

ctcattcact
gcggeocccayg
aattatgtat
aataataage
gecacectgg
tgggatagca

getgatgetg

83

geacagggte
gacagaaggt
cctggtacca

gaccctcagg

goatcacegy
goctgagtge

caccaactgt

gcacagggtc
gacagaaggt
cctggtacca
gacccteagyg
geatcaccgy
gectgagbge

caccaactgt

ctgggeccag
caccatetee
gcagctccca

gattcctgac

actocagact
ttatgtette

atccatette

ctgggcccag
caccatctee
gcagctocca
gatteoctgac
actccagact
ggettttttt

atccatctte

60

120

180

240

300

360

420

441

€0
120
180
240
300
360
420

441



10

15

20

cocgggcaga
gtaaactggt
cagcggccct
ctggccatca
gacagcctga

getgcaccaa

<210> 68
<211> 432
<212> ADN

gggtcaccat
accagcaget
caggggtoce
gtgggeteoca
atggttatgt

ctgtatccat

<213> secuencia artificial

<220>

<223> sintética

<400> 68

atggecctgga
tatgagetga
tgetetggag
gccecctgtge
tctggctcea
gaagctgact
accaaggtca

agtgagcagt

<210> 69
<211> 426
<212> ADN

cccctectect
cacagacaca
atgcattgee
tggtcatcta
gotcagggac
actactgtta

cocgtectagg

ta

<213> secuencia artificial

<220>

<223> sintética

<400> 69

ES 2570 131 T3

ctoettgttet
cecaggaacy
tgaccgattc
gtctgaggat
cttcggaact

ctteoccacca

gctcococte
cteggtgtea
aaaaaaatat
tgaggacagc
aatggccacc
ctcaacagac

ggctgatgct

ggaagcaget
gocaccaaac
toctggecteoca
gaggctgatt
gggaccaagyg

tecagtgage

ctcactttct
gtgtecocag
gettattggt
aaacgaccct
ttgactatca

tacagtggta

gcaccaactg

84

coaacategyg
tecteateta
agtctggcac
attactgtge
tcaccgtcct

agtta

gecacagtctce
gacaaacgge
accagcagaa
cegggatoce
gtggggecca
atcatgtctt

tatccatctt

aagtaatact
tagtaataat
ctcagcocctcee

agcatgggat

aggggctgat

tgaggcctce
caggatcace
gteaggecag
tgagagattc
ggtggaggat
cggaactggg

cccaccatcec

60

120

180

240

300

345

60

120

180

240

300

360

420

432



10

15

20

atggectgga
getgtggtga
tgtggcteca
cctggccaag
gcoccoggttet
cctgaggaty
actgggacca

ceatee

<210>70
<211> 331
<212> ADN

ctoctetett
cteaggagec
gcactggage
coccocaggac
caggctcoct
aggctgagta

aggtcaccegt

<213> secuencia artificial

<220>

<223> sintética

<400> 70

agtggtcctg
tgtgecactgg
caaccggoce

cctgaceate

cagoageact

accaactgta

<210> 71
<211> 417
<212> ADN

ggacagacgqg

taccagcaga
tetgggatee

agcagagece

tatgtetteg

tecatettec

<213> secuencia artificial

<220>

<223> sintética

<400> 71

ES 2570 131 T3

tetgttecte
cteactgact
tgtcaccagt
actgatttat
ccttggggge
ttactgetty

cctagggget

cocaggattac
agccaggceca
ctgagogatt

aagccgggga

gaactgggac

caccatecag

ctecacttget
gtgtecccag
ggtcattate
gatacaagca
aaagctgocceo
ctctcctata

gatgetgeac

ctgtggggga

ggcccctgtyg

ctetggetee

tgaggetgac

caaggtcace

t

85

geceagggte
gagggacagt
cctactggtt
acaaacactc
tgacccecttte

gtggtgectta

caactgtate

aacaacattg
ctggtcatct
aactcgggga

tattactgte

gtectagggyg

caattcecag
cactctecace
ccagcagaag
ctggacacct
gggtgcgoag
tgtcttcgga

catcttecea

gaagtaaaaa
atagggataa
acacggecac

aggtgtggga

ctgatgotge

60
120
180
240
300
360
420

426

60
120
180

240

300

331



10

15

20

actcctctoc
actcagccgt
cgeagtggea
cotococagt
cecagecget
gggctccagt
gtocttceggaa
<210> 72

<211> 393
<212> ADN

teoctectgtt
cttoecctete
tcaatgttgg
atcteoctgag
tetetggate
ctgaggatga

ctgggaccaa

<213> secuencia artificial

<220>

<223> sintética

<400> 72

tttetgtteoe
cccteactga
gcagtcacca
gcactgattt
ctcettgggg
tattactgee
gtectaggay
<210> 73

<211> 417
<212> ADN

tectecacttg
c¢tgtgtacce
gtggttacta
atagtacaag
gcaaagctgce
tgetetacta

ctgatgotge

<213> secuencia artificial

<220>

<223> sintética

<400> 73

ES 2570 131 T3

cctctcteac
tgocatctcct
tacctacagg
gtacaaatca
caaagatgct

ggctgactat

ggtcaccgtc

ctgcccaggg
aggagggaca
tccaaactgg
caacaaacgc
cctgacactg
tggtggtgct

accaactgta

tgcacaggtt
ggagcatcag
atatactggt
gactcagata
teggecaatyg
tactgtatga

ctaggggctg

tocaattete
gtcactetca
ttccagcaga
tecctggacece
tcaggtgtge
tatgtetteg

tee

86

ccctoctogeoa
ccagtctcac
accageagaa
agcageagygyg
cagggatttt
tttggcacag

atgctgcacc

agactgtggt
cotgtgette
aacctggaca
ctgccoggtt
agcctgagga

gaactgggac

ggctgtgetg
ctgcaccttg
gecagggagt
ctotggagte
actcatctet
cagogottat

aactgta

gactcaggag
cagcactgga
agcacccagg
ctcaggctcc
cgaggctgag

caaggtcace

60

120

180

240

300

360

417

60

120

180

240

300

360

393



10

15

20

25

30

35

atggcctggg

toctgeecectga
tgcactggaa
ccaggcaaaqg
aategettet
getgaggacy

ggaactggga

<210> 74
<211> 348
<212> ADN

ctoctgetget
ctcagectge
ccagcagtga
cocccaaact
ctggotecaa
aggetgatta

ccaaggtcac

<213> secuencia artificial

<220>

<223> sintética

<400> 74

cagtcetgece
tectgeoactyg
cacccaggca
tctaateoget
caggctgagy

ttecggaactyg

<210>75
<211> 20
<212> ADN

tgactcagee tgectecgtg tetgggtete ctggacagte
gaaccagceag tgacgttggt ggttataact atgtceteoctg
aageccccaa actecatgatt tatgaggtcoa gtaateggee
tctctggetec caagtcetgge aacacggcoct ccctgaccat

acgaggctga ttattactgc agctcatata caagcagcag

ggaccaaggt

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> sintética

<400> 75

aacaaccgag ctccaggtgt

<210> 76
<211>19
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> sintética

<400> 76

agggcagcct tgtctccaa

<210> 77

ES 2570 131 T3

coctcactcte ctcactcagg
ctcogtgtet gggtctcetg
tgttgggagt tataaccttg
catgatttat gagggcagta
gtotggeaac acggectece
ttactgetge teatatgeag

cgtcectaggg gectgatgetg

acacagggtc
gacagtcgat
tctocetggta
ageggeecte
tgacaatcte
gtagtagcac

caccaactgt

caccggectg ggggctgatg ctgcacca

20

19

87

ctgggceccag
caccatctcece
ccaacagcac
aggggtttet
tgggctocag
ttatgtotte

atcecatc

gatcaccate
gtaccaacag
cteoaggggtt
ctctgggete

cacttatgtc

60

120

180

240

300

360

417

60

120

180

240

300

348



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 77
cctgccagat tctcaggcete

<210>78

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 78
catcacaggg gcacagactg

<210>79

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 79
gatttgctga gggcagggt

<210> 80

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 80
ccccaagtct gatccttect t

<210> 81

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 81
gctgaccaac gatcgcctaa

<210> 82

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

ES 2570 131 T3

20

20

19

21

20

88



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

<220>
<223> sintética

<400> 82
taagcgccac actgcacct

<210> 83

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 83
cctgccagat tctcaggcte cctg

<210> 84

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 84
ctgattggag acaaggctgc cct

<210> 85

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 85
ccttcatact cttgcatcct cccttctcca

<210> 86

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 86
ttccttctct tetgtgactc aattattigt ggaca

<210> 87

<211> 159

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 87

ES 2570 131 T3

19

24

23

30

35

89



10

15

20

25

30

35

40
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tcoctggcacct cagectccot ggccatcact gggetccagg ctgaggatga ggctgattat
tactgccagt cctatgacag cagcctgagt ggttctgtgt tcocggaggagg cacccocggetg

accgecocteg gggctgatge tgcaccaact gtatccatc

<210> 88

<211> 159

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 88

tctggcacct cageoctccoct ggoccatcact gggctccagg ctgaggatga ggetgattat
tactgecagt cctatgacag cagoctgagt ggttatgtet teoggaactgg gaccaaggte
acegtectag gggetgatge tgeaccaact gtatecate

<210> 89

<211> 159

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 89

teotggeacet cagecteocet ggocatcagt gggetcecagt ctgaggatga ggetgattat
tactgtgeag catgggatga cagectgaat ggtgetgtgt teoggaggagg cacccagetg

accgeccctog gggotgatge tgcaccaact gtatccatce

<210> 90

<211> 159

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 90
tetggeacet cagoctecct ggecatcagt gggetocggt ccgaggatga ggctgattat

tactgtgceag catgggatga cagectgagt ggtogggtgt toggeggagg gaccaagetg

acegtectag gggotgatge tgeaccaact gtatccate

<210> 91
<211> 153
<212> ADN

90

&0
120

158

€0
120

159

60
120

159

60
120

159



10

15

20

25

30

35

40

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 91

ES 2570 131 T3

tcggggaaca cggccaccct gaccatcagce agagcccaag coggggatga ggctgactat

tactgtcagg tgtgggacag cagcactgct gtgttcggag gaggcaccca gctgaccgcc

ctoggggetg atgetgeace aactgtatec ate

<210> 92

<211> 156

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 92

tcagggacaa tggeocacctt gactatecagt ggggeccagy tggaggatga agetgactace

tactgttact caacagacag cagtggtaat gotgtgtteg gaggaggeac ccagetgace

geocctagggyg ctgatgetge accaactgta tocate

<210> 93

<211> 159

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 93

tcagggacaa tggccacctt gactatcagt ggggcoccagg tggaggatga agotgactac

tactgttact caacagacag cagtggtaat catagggtgt teggoeggagg gaccaagetg

accegtectag gggetgatge tgeaccaact gtatecate

<210> 94

<211> 159

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 94

91

60

120

153

60

120

156

60
120

159
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15

20

25

30

35

40
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tctggcacct cagcctceoct ggccatcact gggoctoccagg ctgaggatga ggcoctgattat
tactgccagt cctatgacag cagcctgagt ggttatgtet tcggaactgg gaccaaggtce

accegteoctag gggetgatge tgcaccaact gtatcocate
<210> 95
<211> 159

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 95

gatgctteogg ccaatgcagg gattttactce atctoctggge tccagtctga ggatgagget
gactattact gtatgatttg gcacagcagc gctgtggtat toggcggagg gaccaagety
accgtectag gggetgatge tgeaccaact gtatccate

<210> 96

<211> 153

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 96
cttgggggca aagctgcoct gacactgtca ggtgtgcage ctgaggacga ggctgagtat
tactgcctge tctactatgg tggtgcectcgyg gtgttoggeg gagggaccaa gctgaccgtco

ctaggggetg atgotgcacc aactgtateoce ate

<210> 97

<211> 153

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 97

cttgggggeca aagectgeccet gaccctttog ggtgegecage ctgaggatga ggetgagtat
tactgettge tetcocctatag tggtgetega gtattoggeg gagggaccaa getgacegte
ctaggggcetg atgetgeace aactgtatcec ate

<210> 98

<211> 165

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

92

60
120

159

60
120

159

60
120

1583

60
120
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20

25

30
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<220>
<223> sintética

<400> 98
tcaggectga ateggtaccet gaccatcaag aacatccagg aagaggatga gagtgactac

cactgtgggg cagaccatgg cagtgggage aacttegtgt ctgtgttegg aggaggeacc

cagctgaccyg ccctegggge tgatgetgca ccaactgtat ccatce

<210> 99

<211> 164

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 99

tctggcacgt cagccaccet gggcatcacc ggactccaga ctggggacga ggocgattat
tactgcggaa catgggatag cagectgagt getggeoccceg ggtgttogge ggagggacca

agetgacegt cctagggget gatgeotgeac caactgtate cate

<210> 100

<211> 22800

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 100

93

60

120

165

60

120

164



aagctctaaa
taggggcata
¢caatttett
taatcataat
acatttteeg
gcattctttyg
atagatccaa
taatgettee
aggggaaaac
cacacacaaa
cotgttotaa
taaatcccag
tgagetttag
agataaataa
¢tttttacea
ttaataaaaqg
attatcactt
ccattgatge
tcaataaata
tgaattatgg
agagacatta

aaatgctatg

actacaaact
aatgtgaaac
aactgeettt
aaacaaattc
aaggcagcte
ggatttaacc
aactaggtga
atttaaaaat
tttaactgag
aaaatcaatt
gatcattgtt
caggacatta
atttttecttg
aattcactac
tecaaagtygyg
tatgtcattt
aaatgtcaat
tocctgatgaa
aaataagttt
atgcatctat
ttactttgta

gocaaagaaa

ES 2570 131 T3

gctgaaagat
gccttgtgea
tacctatatt
tcaataaatt
aagatattaa
agtttcccaa
tatatcccct
tteototttot
tgaatcaaag
¢tattactet
gcatgacecat
gagattttty
tcaaaatgaa
ctagaattaa
aaagectcat
catcaattca
acatttataa
aattagcagg
tatgtaattt
aaaattcttt
tatgttacat

taggcataca

ctaatgacta
tcgtagaaga
aat¢agtaat
ttateogatac
ataactcata
gactctttte
agtaaaactg
tgatccttea
tattcteatt
cagecteagt
atgtattcoca
tgagagtaag
tgagagttgce
tttatgcata
ggaactagaa
ataagttata
actatggtac
cagtgataaa
aggagaaaat
gtacatttgt
ttgoteacct

tacatcecttt

94

ggacagccta
aagcagaaga
atactggett
totteaatge
agggccaace
acaatgttaa
tgaggtcaaa
ttgtatgtac
attataatag
teoctaaagee
ggtctaatet
catataggat
catatctaaa
taagtagaaa
attaatatta
atagcaaaaa
ataaatagga
tgataaatat
ggtgataatg
gaattgtaaa
atatgtceca

gcaggctgag

gtaattttca
gaaagcattc
ttacoteotgt
ctgotcagea
tectattgea
gatgttagaa
cttgtctgge
acaataaatc
gagcttcaca
aagttaaagt
aaactgtgga
tcagggttta
aattatteoce
tgctatctce
gaaaaatcag
accataataa
tattgaatag
gaagcacatg
acacaaaatg
tatttatctt
gtotocttac

geaggaaaaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
9200
960

1020
1080
1140
1200
1260

1320



gatcttacgg
ctccaaatgg
geatggagea
atttgttgga
atataaatac
atgagagaaqg
ccttetggtyg
cattccaatg
tttgatgtaa
gttcgtggea
accttetecac
gcatagattt
atggttcaca
ttgtgeagtt
ttgtgcettt
aaatggacac
accatcttgt
gactctcact
cctcatgetyg
ggtacatttt
aacaacctag
teccaagatt
ggaagteggy
tgtagaagat
gocttcoctget
ggtagagaaa
cattgeatat
tgtccacaag
tgtagetate
tgacttteoce

tagtataact

aattttecag
tgcaaataca
gagcaccettt
gctaggecat
acaaaacaga
actgtgtttt
atcaaactaa
acctagagac
ggaaatatet
gagctgagge
atcacttete
gctattataa
ataagcagca
tgaagettat
tatgtgtgta
tecaaaaaga
ggagctacac
agcagtgaga
ccaagcatgt
ccacctgceat
tgtgaactca
aaggacaage
gcacagcttg
gtgecateget
ggggttgecat
tagtcattta
geatttgtet
gaattacctt
ttatttagga
ttttggetta

acttttettt
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tctatocttt
agatggtaga
ctggeoectgyg
gagatttggg
aaagagagag
gttcatttcec
tgttctacag
taaaagccaa
tagagggcac
taaaaccagg
caacccaaag
gtccatgtac
gagggaagtg
ctettaaate
taaattttaa
tgttcaataa
attcacctca
ccaagtccat
tttgggegta
agceccatoe
aagtatgaga
ccatgataaa
gtgttataca
ttggtctgga
tgttttgagt
tgccttagte
gaagtgaaca
gtgggcaaat
ataaaatggg
gtgatttttg

ttetaattec

atctgtataa
gectetgtet
tgaagattgt
geagtggtat
agaagtgaga
tataatccta
ctccaaagaa
aaagaacctt
agatagaaat
cettttgact
tctagcagaa
ttectecagac
aataactate
atgttttett
tataattttt
gogttacatgg
cccaaatttg
aagcactaat
tecctggact
tggatctata
cagatctcaa
gectecagag
ttttagggag
aaggtgtgac
ctctgatcag
tggcttattg
gagggatgac
tgtgagggag
aggeaggttt
gggtectgag

ttttctactt

95

gcaacttaag
gcctggatce
agcatgageca
aacctaccct
gaagactgtg
tatcaccatg
gaatgctcge
agaaattatc
atcttaacce
cctaattttg
aaggctaaaa
gctttaagat
ttegtotece
ctegtagtaa
ttccatgaac
ctteacattyg
agaaaaataa
gtcatcagtg
ggtttggtga
goettocttyg
ttaatttaga
gtectgatat
acaagaaaca
aactcaaggce
cctttcacat
aaacagtagg
tttgagetet
gtatgtagcet
gectgatgea
gtttattttt

gtatgtgtta

aggccatgtg
ttgagtggct
agatataage
attatggaaa
agagaagtgc
ggatcotgtg
ctaacgtctc
tattgcatte
aggtcactta
tgctctttac
taagatatat
ggggcttete
ctactgetat
atactacaac
cattcaagta
cecectetae
tcaagaaaat
cacactgcag
catgatcaaa
tgtetttgtyg
aagtttattt
atgtgeccaa
tcaatcgata
agggaagggg
gtgaaaggoa
gcagaagaaqg
gtectttett
tttttttctt
atteceocaget
tettteacat

cagcetgactt

1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1820
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120

3180



atgttacttg
gatgataacg
ttettgggga
gagctctctt
gacactggtt
ctectgacat
tccaccateo
acaatatcea
gtccacaattt
atagtcaaga
aggtagaaaa
caaggtggtt
atggggaagg
tgctagacct
gttcgggaaa
tgagttaaat
agagatgaga
accaagaaag
aaaattaaaa
ccaaacactg
agttactttt
aattccaagg
tagaaagaac
gttcagacag
cggectottee
tataggacag
ttetttaatt
ggcagaaaga
atttetteaa
caaggtcteg

gtgaataaag

taattcgatt

caaaaagaat
aatccteccag
attteteoatg
ttatctattc
tetaagttet
ctggtgaaca
ccaaaaatgc
ttatattatt
aacatetttt
ggctcagtgy
aatagaattt
goaagtgttt
caggcgyggaa
ctaattggea
tagtccgggt
caatgaaggc
agaaaacagc
tgatgtccca
ggtttaataa
tectectattt
taaaaggtgt
acgattgcte
ctocgcaagat
aaaagttgtyg
cattgtttcy
gagtagttat
acaagcttta
agaaaatgtyg
agtettgage
cactgcactc
agatateagt

ctgttotgot
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tctgactaat
aatctagtaa
gceaatgaatg
tgttactcac
agggttaaac
gcaataaaat
agtggaggag
cttggoettt
aataatettt
caactgtggt
gttaacatat
aacctgageca
tcagggatta
atatceoctty
ggagatgcaa
aggetgggac
acaggagact
gagccaacaa
asagaaaatt
gtagaatcag
gtgcactgct
gteageotttt
attectteca
tgcaaggecy
agectooctt
toctgeacttt
tgacagtgat
tgtaactegyg
ttgtttttygt
cagectggga
aatgactgtt

ttocgaatgea

gcaccatoty
acagaattgc
gecaactggeo
caagacctat
agtcecactee
tgtttettat
gagagaaaat
gagatacett
acaaaacaga
gaaaagtgte
tggatgtgag
actagagaat
gagttgaaca
gacaggtgga
atttgggaaa
ctggcaggta
tagaagcagt
aataaggatt
tacttttatyg
aactetctca
geectttget
cteetttaaa
acatttgeat
tttatgtaag
ccattcactt
atagcagote
tctcaacctg
gagtetetgg
ttgtatttat
gacagagcga
ttatattgtg

tggctcactyg
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actagaagge
ctgaaaaaga
aaaggattta
tagggtttgt
caggococace
tetgaaaate
gaattgttce
acaaaacaaa
acacatetec
agatbctggt
gegtgggaga
ttggaaggac
tattagacat
tgaatatgcg
cagggcdagyg
acccaacaag
ggtcaggagyg
tecttttetgt
gttggttgtt
tggcagtaga
ggtcaagttt
atagctcagg
ttgacttatyg
tttatcagac
cecgetecata
cactgtotgg
ctecactgcee
tetgaaaget
ttatttattt
gacaattcag
getgtagege

taacctcocaa

agggtteotte
ggtgggtgtc
tgaccagact
gctcocacagy
acaccatace
ctocaatact
attagagaac
tacaaaaaaa
tttettgata
catgttteaa
aacgtgaaat
attttctgag
ttgagatgcc
tgattctgga
ttactagcaa
tagaggtcga
aaggagttga
ttacaaatgt
attaagtggt
aaatttggaa
atgcactgca
ctgtacaage
ggaagtgcag
ctgattotta
cgegaccaaqg
cactetgatyg
teccacctagt
ceggggtate
gttttagaga
gatctatcta
attegaggga

ctoococggget

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

4860

4920

4980

5040

5100



caagegateoc
taaaattttg
atcacaaaat
aagcagaaca
gtgactggge
gattacttga
ttaaaaatac
ggetgaggea
gccagtgcac
gtaaataaaa
acctggaatt
attgtttaaa
ttaaaattta
atcaggggcet
gtgaagacca
aactacaacc
cctgaaggga
tgtgagettg
ctgaaggaag
gaaggagaga
ctggaaacaa
cttcggaatc
ctatgeacac
tttctaagtg
cttgtttgtg
tetgttgete
caaaaattag
cactattita
cggatgagaa
cataagatgc

cacgoctoca

tectacctca
geatttettt
ttacatcgcect
gactcaaatt
gtgttggett
goetcaggagt
aaaattattc
ggagaatcac
tccagectgg
tatazaaaaa
gacctgaatt
tattgcatta
tgaccaaggc
ccaatagcaa
gatgggeooct
aggcacaaaa
aagagcacac
acatagaagg
agcteagoac
aggcccaata
ctagagaget
tctaggcatc
cagccaaggg
caataagaaa
atttttaaag
atgaaccaca
tacttactaa
tttactcctce
atttgaggct
agagttaaga

actaggaagc
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gettetocag
ccacaatatg
ggaaatcccc
atececttaaa
acacctgtaa
tecaagaccag
aggagttgtg
ttgaacccag
gcaacagagc
taaageagte
ctgatttttt
aaatattatt
aatgcctcac
gcaacatgac
gcaaacagty
gactctgatg
caagttetga
ggtggtagea
attcaaagat
agaaacacag
aataaaagte
aatttgggca
tgggaaccac
cctecagaga
atecagtetgg
tatctgtaaa
gaaattacat
acagcaagtt
tggggaaagt
ttctaattct

aacatgctgy

tagttgaget
gecatgtgty
ataagccagt
tecccettaa
teoccageact
cctggecaac
gcaggcagtt
gaggtggagy
gagacttcca
cctattgata
tttcatcatg
tatcttgact
tcactegecet
ttttgaacag
taacctctac
gtgaagtoce
coagaggoca
cotggetcag
tagaagggag
acaggaggga
acagtgcecea
ccagtagttt
aggtgttgge
gtttaagcaqg
ttactgtgtg
tttgettece
goocagggac
tataagagaa
taagtaattt
gtgtctaagt

ccagaggatg

97

tgatttattt
ctttactata
ttgagaaaca
ccacaaatat
ttgggaggec
atggtgaaac
gtaatcccag
ttgtagtgag
tcttaaaaaa
tetetttatt
gattttttge
actgagtttg
taccataatc
ctaagacttc
atgaaaatge
agccctccaa
gagtcataac
taatgaagag
gteccagtea

ggggtcaggy

gtecccacat
tcaaagttct
ctagggatca
gggaataatt
taagacaata
ctgtaactgg
tatgoctaagt
acgttattat
acctaatgte
tgatgctcca

ctgtcatcaa

taaagtttca
aaatatttte
caacccaaga
aaaacagtce
aaggegogty
c¢eegteccta
ctacttggga
coaagattgt
daaaaattaa
cactaaatca
attaattttg
cgggacctcee
tgggccacat
tctectteact
acgagattec
gtcccaactt
gaagatggaa
gettteggte
taggagcagg
caagatcata
ggaccagact
ccagaagatt
tgacaatgag
tgatttgttt
atecagaaaa
atctaaccaa
aattcataaa
ttccacattt
acacccagtt
tcaaacacac

gtttacagaa

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
€720
6780
6840
6900

6960



tggttagatt
tatccagoto
cagetetgot
ggacagtoca
tetotatteoa
gtactgggga
aaatacaaaa
aacactagaa
actaagatat
tagaacgott
gggtgaaaat
aactcaaaca
tgaatagaca
atctcacctt
tgaatecatgg
atctgatgat
atatgtgecct
ggaactgagt
attagcagca
aaaatgotca
cttacageag
cagagaaaag
gaaaacacta
accacaactg
tcacttgttt
atcaacagat
acacatacca
cagcaatgtg
caaatgtcac
agtgtggtat
atgagaaaat

cagacttcoac

tetaggeaca
tgaatttgea
aacttcatea
ccatetgttt
cattcaacat
aattgaatty
gttaactcaa
gaaaacctag
caaaagcaca
ctgaacagea
atttgcaaac
attcaacaac
tttttcaaaa
aaattgtaat
gggcaggttt
tttataaagg
ttgocttctee
caattaaacc
taagaacaga
aatcactaat
tecagaatgee
ggaatactta
tggagattte
ggtateotace
attgcagcac
gattggataa
caatgaaata
gttggaactg
atgttctcac
gataaacact
actaaatgga

cactacacag
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gatgaataaa
tocaagggtt
aggtgaatac
acagatggta
ttatacaaga
ccatatgeag
gacagattaa
ggaaaatgot
agcaccaaaa
agagaaataa
tatgeatect
aacagcaaaa
gaaggtatat
aatccccaca
gtcecatget
ggagttcece
tttgeecttct
actttttett
ctaatacagt
cactagagaa
tattattaaa
cacattatta
tecaaagaact
caaagggaaa
tattcacaat
agaaaacgtg
ctattecagct
gaggccatta
ttataagtgg
ggagattgag
tacaatatac

tatagetatg

tcaacatgtt
tgtgageaca
ctaggagges
aagecacata
aatagteata
aagaatggaa
agacttacat
totggaatta
caaaaataga
teaatagagt
acagggaaat
taaccccace
gatatggttt
tatcatggga
gttetecatga
tgcacacact
goecatgattg
tgtaaattac
gtacaaatgy
togeaagtta
acaccaaaaa
gtgggaatgt
agaaatagaa
taaattatta
agcaaagata
gtgtgtgtgt
ataaagaaaa
tottaagtgg
gagctaaatg
atgggtggaa
atgattcagg

tagcaaaatt
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ggtttgoaat
caagtctaaa
acactetgag
ccagetttge
tggatecttt
ctagacctot
ataagacctg
atctaggtga
caaacaggac
gaacagataa
aatgtecaga
aaaaaagtgg
ggectetgtgt
gagacccggt
tactgaataa
ctcttgeety
tgaggectct
ccaatettygy
ccaagaagcyg
aaaccacaat
ataacatgtt
aaactagtac
ctaccatgty
tataaaaaag
tggaatcaac
gtgtgtgtgt
gaatgaaatc
ataattcaaa
atgtgtacac

gggtggaagy

cgatagatac

gcacctgtat

agaatgaatce
agtgtggect
accaccagat
catetgatgt
toaatagaca
ateteteace
taactacaaa
agaacteagyg
ttaattaaac
tetgeagaat
atttagaagg
gcaaaggaca
cteocacceag
gggaggtaat
gtectatgag
cctecatgta
ccagccatat
gtatgtettt
tacaaaaaac
gagatattat
ggcaaggatg
agcttctgtg
gtteageaat
atatetgeac
ccaagtgtce
gtgtgtgtat
atgtcttttyg
aacagaaggt
atggacatag
aggttgagtg
actaaaagcc

tgcttaaatt

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

1920

7980

BO40

8100

B1€0

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

B640

8700

8760

8820

8880



tatacaagta
gagagtatta
ctatgeaatyg
acacgtagaa
tcatttagte
attttaagtg
tctataagtt
agtccctcat
ctggtttttg

caatgtgaag

gattcatcott
ttgtgtggat
ctaattttta
aactcaggat
taggtgtatg
tttgcactee
cactatatac
tgttgttact
tttgtgtttt
tgtgaagage
agatcaaaat
tttttatttt
ggaaagagge
gccgagaaag
tgaggatgce
taactaattt
ggtctatatt
acctaagtta
ctgttgteat
ccagttaaaa

ttaaagcaaa

aaaaaaagat
tccaatgceg
coccaagata
actagaaatt
ggtttccaag
aggtttactg
ttggcaaatg
cctttaaagt
tetgatecaa
ccttttgagt
tgatgttteg
atgecacaga
getgetaaga
tteatttege
ttgaacttta
catcageagt
cttotttgat
atggactgtyg
atgaatatgt
agaagtttaa
aggggtctat
tattttteta
aagatazaaa
gaaactagct
caaattatgg
gtoccacaaca
attttctata
aaatattagg
agttagagaa
gttgggtaaa

ctacaagtea
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cgtacgaatt
tttctatgea
gaaattgtet
tttceccctag
aagctcagaa
aggtataaat
catagotgtyg
tcctttatge
tegttigect
ctggectttgt
tgtagcacta
ttgtttatcet
ataaagttge
ttgggtaaat
taagaaacty
gaatgagggt
gacatatcot
agagttcecttt
tctoccaaty
ttttatgatg
tttgattace
atttcattgt
tagtctaact
ctcttacatt
gctttaaaaa
acacaaaaaa
tatcaaatte
tattagttga
tottttaaaa
aagaactaca

tttteateaa

ctgtttttta
gtgecccccaa
teaactttta
atgaaagtta
ccagatttta
tacaataaaa
taaccacaac
cccttectte
cttectgaat
tcacttgttc
gttcactgte
agttaacaat
tgtaagettt
tectagettt
ccaaactgtt
tecacttget
ttcaaatttt
gtatattcty
tgtggcgoct
tecaaattat
actgttattt
aaatttttaa
tgggcataaa
gattgtttaa
atatatatcc
tgattccacce
tacaactggt
taagacattt
tatggageta
gaataatatt

tgaaatcaat
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ttctctatga
tattatcecat
teccaggaaa
tgtaacataa
tgttcaatca
gccacctttt
cacattcaag
accccagecc
gtecatgtaaa
acttaggaga
tattgttgag
ttaaagecat
ccaatgeagy
gggactgetg
ttccaaagtt
cgagectagt
tggtcaagtt
catatgattt
tttattttct
ctttttttet
tatctccatt
ttaaacccaa
ttttagagte
tttcagacgt
aaacaggggt
ataagtttgce
tottaaaget
tatcatctat
ttttecataga
tatgtttate

aaggttttge

aattactact
ttagcagctc
acetteoagte
cacattatct
aaaactgctt
cgtgtatatt
atataggaca
ttggcaacca
tagagcocatg
atgcatttga
tagtattcca
ttggtcattit
tttttgtgtyg
agtcatetgg
gotgtgetcet
attttaactt
tttattggggy
tttteotcaca
taacgtgcoca
tttettittt
tgattttcga
atattctagg
atattcteott
cactacttta
tcagaaagaa
ccagtgacaqg
actgtacata
gaaatgttgc
ttaaactatg
gtgtaaggtt

aaatatatat

8240
2000
9060
9120
2180
9240
92300
9360
9420
2480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9900
9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680

10740



gtatgaaaat
aaatgatttt
ccaacttgte
tetgtacetyg
tctgacctgy
ggectatgta
cagtcagcaa
cacaaatagt
ctaceogocta
geagtatttt
ccaccattce
ttttctatte
caaagtocag
aataaataaa
geattattta
agactgaaaa
tctaagagaa
actcagctat
tttetecacca
ccaggtcoctt
gtgtttctge
gectectgtcece
aacagtccta
gtaaaaaaat
ctatgcaata
gcaattecaca
gagtgatcag
atttgagtgg
gaggaaacte
ttgaggccaa
atttttgaaa

cagoataatyg

actgatttaa
ataattctag
tataagactt
ttetttacte
tttatatcgt
ggeteatggt
cacgagacca
ataatgaacc
ceccctoate
tcageocaate
attatgattc
caatttectt
gtectgttaa
taaataacct
gaaacataaa
tggaaaagaa
gatattagaa
atgtagttga
aggcggacte
teooctgectg
caagttecag
atcaagcaaa
actgcaaaga
tgggattcty
gtgaaaaaaa
acagatgaga
aaaacacaaa
aaaaaaatta
catggaggac
tttgtaaatt
agacaaaaac

cecctcagat

ES 2570 131 T3

aatgcaaata
taagtttata
taatgaatca
tgcaaatett
atcattgatt
ttatacaaca
ctttatttte
ctaagecttea
caattactet
attaatacgt
ccagecataat
gattgtettt
acatatggtt
attttttececa
tocacateata
aggtatagac
agttgtacca
aatctaacta
tggaggeagy
ctoctegact
atagaagaag
atttttccag
agctgaggaa
ttattaaaga
taagaaactc
coccaatage
tatgtatttt
aaaagectga
ctatcattge
gaaaaatgog
gttatgtaaa

coattgaagt

aggggagagt
ggtttatggg
cttagaattt
accttgeoct
ttgttactta
ctgecatetg
atttttagty
caaattaaca
gttcetetcac
tgccaactga
tgagagtaat
aaactgtttt
aagttttace
attcecaggga
ggactagaat
taaacttatt
goattcatta
gaggagetty
tggtteagag
ctagettgtg
atagaacaca
aaatgcacaa
ttagattttt
ataagaggag
aataaaaaagq
caataaacat
aaaccaaaaa
taatatcaag
aaatgtggga
cacacecctge

tggaatcaty

catgtgtate
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ttgagagaga
gtttttacgt
ttaaaataat
tttgtetaaa
gcaagcacag
ctgacagagt
tttatagaaa
ttttgectaat
ctocteacac
taaggacttt
tcectaatat
taccctaagt
caaacccaaa
atagtgaaag
tatocttgaag
taaaaactte
ttcagtatte
atcagataaa
ctagacaget
actttecatce
aaggagaaat
tagatttcag
ggctgggaca
ggaagaaaga
tgggecatacc
ttttaaatgg
taaaatacaa
tattggagag
atgaaactta
aaccaagtac
caatatgtga

aacagcetcac

gagagagacc
acttttctac
ttattattac
aggaataaaa
tgatccatta
gtgacagtea
tatgaatata
cttgtttcaa
acagacactg
taaaaaacaa
ccaataccca
ttgecttaaat
taaataaata
agggtaaatyg
toaaaattga
aatgcagaac
atcagtattc
gagatacatt
gotgeaggac
tgoaagatgyg
aagcagtggt
atgatgtctc
ctgttgeecct
ttgaaaactc
ttaaaaacagqg
tocaaceteat
tgtattgacc
gatgtagagt
atacacgaat
coccttgoaat
cotttatact

tatttttttt

10800

10860

10920

10880

11040

11100

11160

11220

11280

11340

11400

11460

11520

11580

11640

11700

11760

11820

113880

11940

12000

12060

12120

12180

12240

12300

12360

12420

12480

12540

12600

12660



ttaatttttt
teataactet
ccaagtaget
ttagagacat
ctoccaccte
accgtgocca
ttgttttacc
aataaaacca
ctgggataag
atottoagtt
ttgtttagaa
ttatcgattt
tattaaattt
atgagcactt
gatttatgat
tttaacatte
ctgtctcatc
tcatttgaaa
atctcagcega
agagecegtta
gagagagcca
tgacaaactt
gcactgectgg
gcttoocagag
agagaaatag
tttttttaaa
aceocttggtyg
atcagaatag
gaaggcatet
tecectaggaa

agggagagta

ttagagacag
ctotageago
aggactacag
ggtctcacta
tacttcacaa
actcactact
attaatctat
ctatgaatag
ttttcattte
ttatteotatt
gtgtgttgtt
ccagtttgat
gttgaggttt
gaaaagaatg
cttactcatt
ttgtcaggta
aaagctgaga
tctggacttt
atttcctete
ctgectaaga
gctttttatt
ctecagaace
gtcgotcett
tcttecataag
gtaaaagtaa
ctttcaaaaa
ggaaattcaa
ttcaggtttt
tatatttact
atttgacctg

gtageococtge
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agtctcactc
ctegaactoce
gcatgggaca
tgttgectac
agtgctgtag
ttttattact
tgtaggacat
ttgtgtattyg
tttgggettt
caatatataa
ttgtttecaa
tccaggtggt
gttacatgge
cgaattctge
gatggtggty
attctaacgt
ttttcekggt
ggagtattgt
ttgccactca
attgttttac
agggctttat
aagtctggaa
gggtcccaat
tttgectttac
ttctactcca
caaaacaaaa
gtecaaatace
aaacaaattt
aagcacctat
gcagctggag

cocagooaco

tgtcacacaqg
tgggotcaag
caacacacaq
gctggtetea
gtatgtaggt
aattattoca
tttgactgat
tatacgtttt
tactgtatece
tottttattt
gggtttggca
cagagaacac
ccagtatatyg
tggtgctggt
ttgagtttga
ctectgtecatg
tceccectggtt
gttatgagygce
ggaaggagaa
tgggetteoce
gtttttctgg
tggatgaggc
gttcctaact
gtacaatgtc
tectttcagga
ggeagetgea
acattttaag
atatttatga
tttgttettyg
ctgateccace

cctcaagaca

101

ggtggagtgc
cateotcotyg
ctaatttttt
aactoctagg
atggattgta
tgggatggat
tccagttttt
tgtgotaagt
ttgatattat
tocttgaaat
ttttteccat
acttcatgtg
gcaattttgg
tggagttttc
tgtgttctta
tcagtattag
cctgttggga
tttggatcte
gttgggtgtt
ctttetttet
gectgttggt
aaaaagaaac
ggtetgectt
cggggttttt
agcaaaagcc
acagtaaaga
tttggetage
ttatgcatat
ttaaaaagac
tggccactag

ggattettte

agtggcgaga
cotoagocte
taaatttttt

tcaagegatt

ggtatgaacce
gtaccgeagt
ttttaataca
ttteoattttt
aatatgttac
cteoccatgga
tattttteta
atttcagttc
tatatgttece
cagcaatgtt
cgatggecage
cgectecttaa
tgtgtggttt
atttaaactce
tgaatggage
coctttgacta
gtttctgggt
ccogtggaat
cttctectceea
actttacttg
cccttgtgta
agctagtaac
cagtgagaac
actaaaagct
agaattccat
agcacagage

teotgggaact

12720
12780
12840
12500
12860
13020
13080
13140
13200
13260
13320
13380
13440
13500
135860
13620
13680
13740
13800
13860
13820
13980
14040
14100
14160
14220
14280
14340
14400
14460

14520



gtaggtaaca
agaaaggaag
ggaagggaat
aggaaggaaa
aagaaagaca
aagagaaaga
gaaagagaaa
aaagaaagag
aaagaaagaa
ttttgoaaca
gataccttat
tttgaactag
cactttggga
acatagtgaa
cctgtaatet
aggttgeagt
cegtetteoaaa
acttttattt
ccaacagetyg
gtacctocaa
geacttattt
ttaataaata
ttagaaaaaa
tttetcoccteo
tggcagtgac
gaaccagtta
tgetggeocte
gagacagatc
atagaaaatt
cagtggatge
tgataaaatg

gaacaattca

ctaaatogtt
aaagagagag
dgaagggaag
ggaaaggaag
agaaagaaag
aagaaaagaa
gacaagaaag
aaagaaagaa
agaaagaaag
acctaatata
aaataacagqg
ttttaaaaaa
ggctgaggca
acaccgeoctoe
cagctactca
gagocaagat
aaaaaaaaaa
tcattetatg
cattttgete
ccagagagag
tacattgtge
tgtgtatttg
aattttgtgt
tectectctett
aaatgeoceatyg
tcttatgaaa
ageccaaggg
gtaacactga
ctttcttctg
tattgcacaa
cattaattag

gtaaaataag
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ctggaacaca
agaaggaagyg
gaaggaagga
gaaggaagaa
aaagaaagaa
agaaaggaaa
aaaaaggaaa
aaagaaagaa
aaagaaaaag
agttttttaa
gcatcctatyg
caaggaggoc
ggtggatcac
tactaaaaat
geaggetgag
cacageattg
aagacaagga
ctatecgatg
cctccagace
togagtecca
cttgatacag
ggattgtage
ggcotcaatea
tctteteagt
ggcacatgag
ttttccagag
gaatttectt
gacttacatyg
gacagtcttc
ccctacatat
tcacagtaag

agttacttga

acaacgaaag
aagggaggga
aaaggaagga
ggaaagaaaa
agaaagggga
gaaagagaaa
gaaaagaaag
agaaaagaag
azaaagaaag
aagttaaata
acctgaattt
aggcgeactg
gaggtcagga
acaaaaatta
goaggagaat
cactecagee
atcetgtaaaa
cctactgeta
acctgattgg
cagaaaggceg
agtactcaat
atattgeage
acaaacgact
tgatgttget
atatgataaa
tgggtactgyg
ccagagacag
aggacaccaa
tectgttctaa
getatgtttt
aggttaacaa

gcacaaacac

102

aagaaaggaa
gggaaggaay
agggagggag
aaagaaagaa
aagaaaagaa
gaaagaaaaa
agaaagaaaa
aaagagaaag
gagaaaatga
ttetgtteca
cccaaattat
goteatgect
gctocgagace
goegggegty
cgcettgaace
tgggcgacag
caggcactgg
tttcecttoa
agcteacgtg
taacaatcac
gaatgetett
tacctggata
tttetetete
ggagttcagt
aggteccetga
atctctoctg
agggeagtga
acagaaaaaa
cttcagcaaa
ttoctataca
caataactag

taggatatca

agagaaagaa
gaaggggaayg
agagggagga
agaagaaaga
agaggaaaga
gaaagagaaa
gaaagaaagqg
aaagaaagaa
cagcaattac
tgeattgetyg
gagttgaggg
gtaatcoccag
agccttacca
atggtgegea
cagaaggcgyg
agggagacte
aagtatatge
tatttaacct
ctcccacaca
cagtaatttt
tgaatcatat
tataatttaa
tatetttete
gttgtgcaga
agaaggtgga
tctggcacca
ttgaggtggyg
ggtggcaagt
attctccocee
cacttaceta
taataaaata

tgacagtcaa

14580

14640

14700

14760

14820

14280

14540

15000

15060

15120

15180

15240

15300

15360

15420

15480

15540

15600

15660

15720

15780

15840

15900

15960

16020

16080

16140

16200

16260

16320

16380

16440



teotgatgace
gacgctggac
teatcacget
ttttaatatt
ttgataagga
tacatatata
cacacacaca
ataagatgea
cttttetact
aacttttgea
tgaatcaaat
taaattattt
acttggtect
cactttbect
tggtttggga
ttettteaat
gagagatgac
atagctctga
aggacaccte
teaatgacat
ctcatgatte
caaaggaggt
ttgtttcocat
cttagacttg
tgtectatgta
ttttgeottg
tgtgttgtat
aacatgttta
taggggcaca
tecaaggttt

gacegtocea

aagagggcta
aaagggatga
actaaggeac
ttcagactac
ggtactactyg
cctacataca
cacgoacaca
caacttgtta
agataaaaat
atctagtttt
atcettgaaa
aaagttttaa
tcaaacttaa
aaactttget
gggtttttta
ctetattece
ccaggtgtta
agtacggcett
ctgtetttge
ggtttaaate
tccaaccacyg
tttgaaagag
ctgttgttca
gagctctagao
gaaaaggaag
agatgctgtt
ggaatcaaga
caggcagtat
gtgcactgeg
ctocccactg

cagectgaca
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ctaagcatct
ttcagtccca
acaatttaaa
agttgcctac
tacatogtoc
tacatataca
cacacactca
atgtcocctaca
ceattatcat
taatcatcat
acatacatag
ataatttaac
tttgtacttt
ggattggttt
aatcocatta
acggectgaa
ttocacteote
ttctgggget
aatggaaaaa
tetgtggtgt
aaataaattc
tggaggacge
ttcattgttt
ctcagccagy
acataagaaa
aatctgtaac
tttaagggat
gcttggtaaa
gaaagcegea
agacagoctg

ceegtgaagy

aaacaggagg
ggctggtatg
atgagtaaat
aggtaactga
tttgaaccaa
catacctgca
catctactaa
gagcaataaa
tttcataaag
aaataggaag
teatettttt
attcacaata
tatgtategt
attatttttg
ctattgaatg
gcatgaggge
cactgtocac
ctgtggggaa
atgtttctaa
tottcaaagt
attatcattt
gctaatgaac
ccattggccet
atagggaaaa
cteccattttg
tttagceocea
ctagggetgt
agtcatcgcece
gggacctetg
agatatggec

gtetgegetyg

103

gtaagtgtag
gagcggaagyg
tettatttet
aaccccagaa
ctttatcatt
cacacctata
tgttagaata
accataagca
ttttetttac
caaatgaact
ggtttatttt
gtttgtgact
gcttacctea
tetatttett
cotattaact
caagetgtet
ctatcaccat
aactagaact
attecagttt
tttttettet
ttatatttct
tcaaaaatoe
gtcegectce
gagagatcag
atctgtatce
accttgtget
gcagaatgtg
attctcecatt
cocaggaaaa
ttgegggatyg

aggaggatta

acagcatgga
gcatgatatg
agaaatttet
agcaaaattg
tgctagtata
tgtatacgta
agtttgctaa
ttggggttat
attaacatet
gtttctctag
tatttttaga
gtatattttyg
attttttatt
ttectteotag
tgococoottt
gtaaccagca
tcorocagrneocg
ggctgettca
cteotatgaat
aataggacct
tctgteattg
acactattee
tatccteoctt
actgttactt
tgaacaattg
cacagaaaca
cettgttaac
ctcgattaac
ctgggtattg
ggaaagatct

gtaaaagagyg

16500
16560
16620
16680
16740
16800
156860
16920
16980
17040
17100
17160
17220
17280
17340
17400
17460
17520
17580
17640
17700
17760
17820
17880
17940
18000
18060
18120
18180
18240

18300



aaggccotott
geatgtotea
ctetgtgget
tgagatgttt
ttcococttgaa
tceccactat
tcaataaata
gacggtooct
cteoagteotct
ttegagocag
ttcacaactt
acgagaagag
aagacagagec
tatgtaaate
atetteotett
caagatgaac
atgcatttge
atgagaggaa
cotetatete
atateocacte
ggatgtgaac
aatgtaaaac
cetactetgy
caaacttgaa
cetcaaacct
actgtatgtt
aaagcaaaaa
cagtagtttt
cetecteotete
ctgacttteoo
tgctgagggt

attctattte

geggttgaga
gtgtaaaacc
ggaggcgaga
gggtgagaga
tttacttgtg
cacoctgtte
ctgagggaac
tgggocecact
cgtoccacet
gattatcagg
catccagagoe

aacatagggg

ttgaggggct

teggtggetg

tetetecaagg
atctacattt
acgtggeceygg
acagacacaa
cctacttect
gtgacaaact
cacagaattt
tgagagagtt
actocageat
gatggatatc
tgcaaaagge
actgatgtga
tgatatttet
caggatgatt
teteoctttete
ttectgtece
tcaatgtaaa

cagcactctt
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taagaggaag
tgattgtaca
tatgotggeg
agceataaata
acacagattc
toctgoegea
tcagagaccg
gttocttote
gacgagaaat
gcatttgggyg
cagoctgaac
ctgggtgeca
cattccrett
aaccccetect
aagtcaaaaa
tetaaagtgg
acaaaggact
cctggaggeg
ggctaatggy
agetggaaga
ceoteoeotetec
acaatettaa
gactgetgag
agctacagac
aaacttatge
ggggaacttc
tgaaatgtta
tatagatgtyg
tectotetet
ctecacagea
gcaccttcag

ttacatgaaa

coctotgtot
ttogttetat
gcaatgetge
tggoctacgt
ctttgetcac
tteoceoettge
gtgccagege
tatactttgt
acccacaggt
gtctgcaaaa
agtagttgce
agtaggtaga
gcaaaatgaa
aggatagtaa
acacctgeoag
gacaagaate
ttgettetge
goaaagaagce
geagecttga
atgacaacca
ttgtggaatyg
ggaggagtca
ctceaaatata
tttoctgagt
cattgtgtece
ctaaattgge
catetgagga
cattgaagtyg
cgetotttct
gtttatattt
tgatgagtta

tccaagaage

104

coetgeatgae
totgagatag
totgttgtte
gcacatecag
atgttttctt
tgaggtagtg
gggtecteag
ctotgtgtot
gtggagggyc
ctaageccca
catgattteot
cagggagggc
acaaaaacca
goecctgacac
cottactgte
totgtteata
cagcacatcet
agctoetttet
tecttgggaa
atcaggtteoc
tecagettacg
agctaaageoa
tatagagaga
caggtaggga
teotgacatac
tagtaaatta
acattgetaa
tgtacttgtg
cteocttgoce
tttttetgat
gttggaatgt

tctcagacta

cotgggaacy
gagaaaaccy
tttactacac
geatagtacco
gotgacctte
aaaatagtaa
tatgctgagt
tatttetttt
tggacaceee
actcategat
atgccttaat
agggaactet
cagcactgaa
aattgetget
cocttggaaa
tttatgtece
gtetteagat
caagtgacct
tocaggacag
aagcaccact
tctgacaaaa
gaaagaatca
gaaagaacca
aatggccatc
tgggtgatgt
tgccaaataa
aataatttat
ctctetetet
cecteocctee
aatctaactt
tocccaagaa

tcttactgac

18360

18420

18480

18540

18600

18660

18720

18780

18840

18900

18960

19020

19080

19140

19200

19260

19320

19380

15440

19500

19560

19620

19680

19740

19800

19860

19520

19880

20040

20100

20160

20220



accttgoctt
ggtggatcct
accacacaca
atcacaacaa
caatggtact
cggttgcact
cagctcagte
actatctect
tatagaaaag
atgtttatge
ttttcaaaat
accatacaga
aggagataac
atatattcaa
ttttcacaaa
tttgtgetac
agttattttt
cacttatccc
cttgttgctt
aaacatggga
gacctctcty
catagagtet
gtgctcaata
ctttgtgtec
cacttgccaa
gagaccaaat
aataaaccta
tgtggeagtc
aattakgtat
tactggackg

agggtagaag

tccteoaacag
ggcagagtct
tcctaaagat
tcattecctac
tatgataatc
gttcatatta
atctttttca
acactgaaac
tatttgacaa
attgcacagg
tagtacagtt
agagtaggag
taccaagcac
tgtagatggg
caccttccac
attgtaaage
cactctttaa
agtctaagga
ccgttgagtg
tctgagttta
ccctcaagtt
tgggaataat
aatgtcaccc
cctttaaaaa
tattaactct
gotaattetg
cocctaatcot
agtattagtc
ttttttttat
agccteccaa

agaatctgaa
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atcaatctta
cacagatgct
ctcageocact
agatcaccac
atcttttatt
gatttccaat
ttcctgttte
aggaaagctt
agaaaactcoa
aatatcgaga
ttattattte
gagatggcat
aatttatgte
atcatgatat
gtaactatat
tctagcacag
acaatatttc
gttcotttta
actttactce
ggtecacaget
tttgcaccta
taaatgtgat
tttatgatty
aggactatgc
ccacctctaa
ctattcaagg
ttagaattgt
tttggtctat
ttattetgaa
atacagggca

agcaggtaaa

tcaatgtcca
tctgagacaa
toccatgttt
tgcatgtgat
gtttacaaat
tagctcactt
tatccectac
ttaccttttt
cacatgtgtyg
atgctaatag
taaaaactat
aaagtgtcat
ttttaaaatt
¢toaccacac
agaagtctac
tttaaccaaa
catgtgtagt
ccttcocecca
tggagtataa
ctgecactta
caaagtaggyg
gatccatgta
gtattgegty
ccttggtcag
cttgatccct
caactagcaa
agttatgatt
gatagcatct
aatgtttgtt
aataaaacat

aataaacagy

105

tcacagatat
catttgecttt
cattttgtgt
caataaaata
actgctttac
aggaacataa
atctctttee
ggcatgcttyg
tacatatcott
gcaatgtcag
aaaatgaata
tgttectect
cagecogtat
atactcottca
gtcttoccct
ctectattaa
cttatacata
tceccageatt
tctgeogtata
ctgecataag
gataatatta
caatgtetgg
tatgtctgea
ctattttgeca
ctecocttecte
agctgccagt
tetgttgtaa
ctgatctatt
aagcatttge
caaacagett

cactcggetg

tttgtagaac
caaaaaatga
tacagcaaac
gtttttgcaa
aatagttatt
gteccctegaa
tttgcagacy
atttaaagat
ttaaaaagtt
agtttactgt
tattcacate
ctgcaatcee
ttatatacat
gtgacctgea
taatgtctge
tgaggatttt
cgtctgtaca
ccctgteacy
gttcagttaa
ccagttectt
gttectagtt
cacttagtaa
gagaaaatca
cattaaattt
atcttctggt
gacagaatca
aagttactgt
attgaytttc
taagtaaaga
ataatttaga

ggcgoggtgy

20280
20340
20400
20460
20520
20580
20640
20700
20760
20820
20880
20940
21000
21060
21120
21180
21240
21300
21360
21420
21480
21540
21600
21660
21720
21780
21840
21900
21960
22020

22080
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ctcacgectyg taateccage actttgggag gecgaggtgy goeggatcacyg aggtcaggag 22140
atcgagacca tcctggetaa cacggtgaaa ccccgtetet actaaaaata caaaaaatta 22200
gegaggegtyg gtggegggeg cetttagtcee cagetagteg ggaggetgag gcaggagaat 22260
ggtgtgaacc cgggaggcgg agcttgcagt gagccaagat cgcaccactg cactccagcc 22320
tgggygacag agcgagactc cgtctcaaaa aaaataaata aataaaataa aaaataatta 22380
ggtactctag gcccagtgac ctgtctotgt actctgtaaa ttcaggtcac ctgctcaggg 22440
ctaatcetgag agaaggtcete tettcagttg aattttgaaa gacaattage agtteacaag 22500
ctaacccagg tggacaaaga tgttcccaag cagagggagt gettgtgaaa gotggaggec 22560
atagaaaaac tctaaggagt gtagggaggt gggagtaatg tatggaaggg gtggagatgg 22620
aaggttaaga gagatacaag gctgcaaaaa tggagctgga ctcaaaagaa aatactgaaa 22680
aggtcttcag tgttgttgat gagattacta tggaaacact atggaacact gggactccat 22740
ggcagctcca aagatggcat gegectggte cagectcagta agagetgage tottectgtg 22800
<210> 101
<211> 154
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> sintética
<400> 101
tctggcaaca cggcctocect gaccgtctet gggctccagg ctgaggatga ggotgattat &80
tactgeaget catatgeagg cagceaacaat ttaagtette ggaactggga ccaaggteac 120
cgtectaggt cageccaagt ccacteccac tete 154
<210> 102
<211> 156
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> sintética
<400> 102
teagggacaa tggecaccott gactatcagt ggggeoeccagg tggaggatga agetgactac 60
tactgttact caacagacag cagtggtaat cattatgtet teggaactgg gaccaaggtce 120
accgtcctag gtcagcccaa gtccactccc actcecte 156
<210> 103
<211> 150
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

106
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<220>
<223> sintética

<400> 103

totgggaaca cagocactot gaccatoage gggacocagy otatggatga ggetgactat

tactgteagg cgtgggacag cagcactgee gtetteggaa ctgggaccaa ggtcaccgte

ctaggtcagc ccaagtccac tcccactctc

<210> 104

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 104
aggtggaaac acggtgagag t 21

<210> 105

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 105
ccactcgggg aaaagttgga a 21

<210> 106

<211>77

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 106

geaacaattt cgtettegga actgggacea aggtcacegt cctagggget gatgetgeace

caactgtate catette

<210> 107

<211>77

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 107

60
120

150

60

77
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gcaacaatta tgtcttegga actgggacca aggtcacegt cctagggget gatgetgeac

caactgtate catctte

<210> 108

<211>77

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 108

gcaacaatta tgtcttcgga actgggacca aggtcaccgt cctaggggct gatgctgcac

caactgtatc catcttc

<210> 109

<211>77

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 109

gcaacaatta tgtcttcgga actgggacca aggtcaccogt cctaggggct gatgctgeoac

caactgtate catctte

<210> 110

<211> 74

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 110

goaacaatgt cttaggaact gggaccaagg tcacogtaot aggggotgat gotgoaccaa

c¢tgtatcecat ctte

<210> 111

<211>77

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 111

108

60

77

60

77

60

77

60

74
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gcaacaatta tgtcttegga actgggacca aggtcaccgt cctaggggct gatgctgcac

caactgtatc catcttc

<210> 112

<211>78

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 112

gcaacaattt atgtoettegyg aactgggace aaggtcaceg tectagggge tgatgotgea

ccaactgtat ecatette

<210> 113

<211>78

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 113

caagteggtt gtgtettegg aactgggace aaggteaceg tectagggge tgatgetgea

ccaactgtat ccatcette
<210> 114
<L211>77

<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 114

tgagtgetta tgtettegga actgggacca aggteoaccogt cctagggget gatgeotgeac

caactgtatc catecttc

<210> 115

<211>77

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 115
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tgagtgegge tttttttgga actgggacea aggtcacegt cctagggget gatgetgeace

caactgtate catette

<210> 116

<211>78

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 116

ctgaatggtt atgtettegy aactgggace aaggteaccyg tectagggge tgatgetgea

ccaactgtat ccatcette

<210> 117

<211>78

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 117

agtggtaatc atgtcttcgg aactgggacc aaggtcaccg toctagggge tgatgetgea

ccaactgtat ccatcttc

<210> 118

<211>78

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 118

agtggtgett atgtettegg aactgggacce aaggtcaccg tectagggge tgatgetgea

ccaactgtat ccatcttc

<210> 119

<211>78

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 119
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agcagcactt atgtcttcgg aactgggacc aaggtcaccg tcctagggge tgatgctgca

ccaactgtat ccatcttce

<210> 120

<211> 69

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 120

agcagcgctt atgtcttogg aactgggacc aaggtcaccg tcectagggge tgatgotgca
ccaactgta

<210> 121

<211>72

<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 121

ggtggtgett atgtcttcgg aactgggacc aaggtcaccg tcctagggge tgatgotgca

ccaactgtat cc

<210> 122

<211>75

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 122

agtagcactt atgtettegg aactgggace aaggtcaceg tectagggge tgatgetgea

ccaactgtat ceate

<210> 123

<211> 63

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 123
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agcagcactt atgtettegg aactgggace aaggtcaceqg geetggggge tgatgetgea 60
cca 63
<210> 124
<211> 21
<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 124

Phe Gly Thr Gly Thr Lys Val Thr Val Leu Gly Ala Asp Ala Ala Pro
1 5 10 15

Thr Val Ser Ile Fhe
20

<210> 125

<211>79

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 125

cagcctgagt ggttctgtgt tocggaggagg cacccggetg accgecocctcecg gggctgatge 60

tgoaccaact gtatccatc 79

<210> 126

<211>79

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 126

cagcctgagt ggttatgtct tcggaactgg gaccaaggtc accgtcoctag gggoctgatge 60

tgcaccaact gtatccatc 79

<210> 127

<211>79

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética
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<400> 127

cagcctgaat ggtgctgtgt tcggaggagg cacccagetg accgeccteg gggetgatge
tgcaccaact gtatccatc

<210> 128

<211>79

<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 128

cagectgagt ggtegggtgt toggaeggagg gaccaagetg acegtoctag gggetgatge
tgcaccaact gtatcecatc

<210> 129

<211>76

<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 129

cagcageact getgtgttog gaggaggeac ccagotgace gecctegggyg ctgatgotge

accaactgta tecate

<210> 130

<211>79

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 130

cagcagtggt aatgctgtgt tcggaggagg cacccagcetg accgccctcg gggctgatge

tgcaccaact gtatceate

<210> 131

<211> 82

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 131
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cagcagtggt aatcataggg tgttoggegg agggaccaag ctgaccgtee taggggetga

tgetgeacca actgtateca te

<210> 132

<211>79

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 132

cagaotgagt ggttatgtot teggaactgg gaccaaggte aceogtactag gggetgatge

tgcaccaact gtatcecatce

<210> 133

<211>76

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 133

cagcagegcet gtggtattcg gcggagggac caagctgacc gtocctagggyg ctgatgcetgoe

accaactgta tecate

<210> 134

<211> 82

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> sintética
<400> 134

ctactatggt ggtgctcggg tgttcocggegyg agggaccaag ctgaccgtcce taggggetga

tgctgcacca actgtatcca tc

<210> 135

<211> 82

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 135
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ctoctatagt ggtgetegag tattoggegg agggaccaag ctgacegteo taggggetga 60

tgoetgeacca actgtatoca te 82

<210> 136

<211>79

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 136

gageaactte gtgtetgtgt toggaggagg cacecagetyg acegeccteg gggetgatge 60

tgeaccaact gtatccatc 79

<210> 137

<211> 20

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 137

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly Ala Agp Ala Ala Pro
1 5 10 15

Thr Val Ser Ile
20

<210> 138

<211>79

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 138

geaggcagea acaatttaag teotteggaac tgggaccaag gteaccgtee taggteagece 60
caagtccact cccactctc 79
<210> 139
<211> 81

<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética
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<400> 139

gacageagtyg gtaatcatta tgtottogga actgggacca aggtcacegt coctaggteoag 60

cccaagtceca cteccactet ¢ 81

<210> 140

<211>75

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 140

gacagcagca ctgccgtctt cggaactggg accaaggtca ccgtcoctagg tcagcccaag 60

teocactecca ctete 75

<210> 141

<211>19

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> sintética

<400> 141

Phe Gly Thr Gly Thr Lys Val Thr Val lLeu Gly Gln Pro Lys Ser Thr
1 5 10 15

Pr¢o Thr Leu
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REIVINDICACIONES
1. Un ratdén, que comprende:

un segmento genético variable de cadena ligera A de inmunoglobulina humana (hVA) sin reordenar y un
segmento genético que se une a A humana (hJA) que estan unidos de forma operativa a un segmento genético
de region constante de cadena ligera kappa de inmunoglobulina de ratén (Ck) en un locus endégeno de cadena
ligera k de inmunoglobulina de raton, en el que, en dicho locus, el elemento amplificador intrénico k aguas arriba
del gen Ck (denominado Eki) y el amplificador en la posicion 3’ de k aguas abajo del gen Ck (denominado Ek3’)
se mantienen, en el que el ratéon expresa un anticuerpo que comprende una cadena ligera que comprende una
secuencia VA-JA humana reordenada y una secuencia Ck de ratén.

2. El ratén de la reivindicacion 1, en la que el ratéon carece o substancialmente carece de un segmento genético Vk
de ratén funcional y carece o substancialmente carece de un segmento genético Jk de ratén funcional.

3. El ratén de la reivindicacion 1, que comprende una pluralidad de segmentos genéticos hVA sin reordenar.
4. El ratdn de la reivindicacion 3, en el que la pluralidad de segmentos genéticos hVA sin reordenar comprende:

(a) al menos 12 segmentos genéticos hVA; o
(b) de 13 a 28 o mas segmentos genéticos hVA.

5. El ratén de la reivindicacion 4, en el que los segmentos genéticos hVA incluyen 3-1, 4-3, 2-8, 3-9, 3-10, 2-11 y 3-
12.

6. El raton de la reivindicacion 4, en el que los segmentos genéticos hVA incluyen 2-14, 3-16, 2-18, 3-19, 3-21, 3-22,
2-23, 3-25,y 3-27.

7. El ratén de la reivindicacion 1, en el que el segmento genético JA humano es JA1 humano.

8. El ratén de la reivindicacion 1, en la que el raton comprende cuatro segmentos genéticos JA humanos, en el que
preferentemente los cuatro segmentos genéticos JA humanos son JA1, JA2, JA3, y JAT.

9. El ratén de la reivindicacion 1, en el que el locus de cadena ligera A de raton se elimina total o parcialmente.
10. El ratén de la reivindicacion 1, en el que el locus endégeno de cadena ligera k de ratén comprende

(a) una secuencia contigua del locus de cadena ligera A humana que se extiende de hVA3-12 a hVA3-1;

(b) una secuencia contigua del locus de cadena ligera A humana que se extiende de hVA3-27 a hVA3-1; o

(c) una secuencia contigua del locus de cadena ligera A humana que se extiende de hVA5-52 a hVA1-40 y una
secuencia contigua del locus de cadena ligera A humana que se extiende de hVA3-29 a hVA3-1.

11. Una célula aislada que expresa un anticuerpo que comprende una cadena ligera que comprende una secuencia
VA-JA humana reordenada y una secuencia Ck de ratéon, en la que la célula proviene, o se puede obtener de, el raton
de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, y en la que la célula comprende un hVA y un hJA que estan
unidos de forma operativa a un segmento genético Ck de ratén en un locus endégeno de cadena ligera k de
inmunoglobulina de ratén, en el que, en dicho locus, el elemento amplificador intronico k aguas arriba del gen Ck
(denominado Eki) y el amplificador en la posicion 3’ de k aguas abajo del gen Ck (denominado Ek3’) se mantienen.

12. La célula aislada de la reivindicacion 11, en la que la célula es un linfocito B.

13. Una célula madre embrionaria (ES) de ratdn aislada que comprende un segmento genético variable de cadena
ligera A de inmunoglobulina humana (hVA) sin reordenar y un segmento genético que se une a A humana (hJA) que
estan unidos de forma operativa a un segmento genético Ck de ratén en un locus endégeno de cadena ligera k de
inmunoglobulina de ratén, en el que, en dicho locus, el elemento amplificador intronico k aguas arriba del gen Ck
(denominado Eki) y el amplificador en la posicion 3’ de k aguas abajo del gen Ck (denominado Ek3’) se mantienen.

14. Un embridén de raton que comprende, se puede preparar, o se puede obtener a partir de, la célula ES de ratén de
la reivindicacion 13, en la que el embridn de ratén comprende un segmento genético variable de cadena ligera A de
inmunoglobulina humana (hVA) sin reordenar y un segmento genético que se une a A humana (hJA) que estan
unidos de forma operativa a un segmento genético Ck de ratéon en un locus enddgeno de cadena ligera k de
inmunoglobulina de ratén, en el que, en dicho locus, el elemento amplificador intronico k aguas arriba del gen Ck
(denominado Eki) y el amplificador en la posicion 3’ de k aguas abajo del gen Ck (denominado Ek3’) se mantienen.

15. Un hibridoma que comprende una secuencia genética de cadena ligera de inmunoglobulina reordenada derivada
del raton de la reivindicacion 1, secuencia reordenada que comprende un segmento genético hVA, un segmento
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genético de hJA unido de forma operativa a un segmento genético Ck de ratén en un locus enddégeno de cadena
ligera k de inmunoglobulina de ratén, en el que, en dicho locus, el elemento amplificador intrénico k aguas arriba del
gen Ck (denominado Eki) y el amplificador en la posicion 3’ de k aguas abajo del gen Ck (denominado Ek3’) se
mantienen, y en el que el hibridoma expresa un anticuerpo que comprende una cadena ligera que comprende una
secuencia VA-JA humana reordenada y una secuencia Ck de ratén.

16. Uso del linfocito B de la reivindicacion 12 para preparar un hibridoma que comprende una secuencia genética de
cadena ligera de inmunoglobulina reordenada derivada del ratéon de la reivindicacion 1, secuencia reordenada que
comprende un segmento genético hVA, un segmento genético de hJA unido de forma operativa a un segmento
genético Ck de ratdén en un locus enddgeno de cadena ligera k de inmunoglobulina de ratén, en el que, en dicho
locus, el elemento amplificador intrénico k aguas arriba del gen Ck (denominado Eki) y el amplificador en la posicion
3’ de k aguas abajo del gen Ck (denominado Ek3’) se mantienen, y en el que el hibridoma expresa un anticuerpo que
comprende una cadena ligera que comprende una secuencia VA-JA humana reordenada y una secuencia Ck de
raton.

17. Un ratéon que comprende:

(a) de 12 a 40 segmentos genéticos de regién variable de cadena ligera A de inmunoglobulina humana (hVA) no
reordenados y al menos un segmento genético JA humano (hJA) que estan unidos de forma operativa a un gen
Ck de ratén en un locus enddégeno de cadena ligera k de inmunoglobulina de ratén, en el que, en dicho locus, el
elemento amplificador intrénico k aguas arriba del gen Ck (denominado Ecki) y el amplificador en la posiciéon 3’ de
K aguas abajo del gen Ck (denominado Ek3’) se mantienen; y

(b) una secuencia de acidos nucleicos intergénica Vk-JKk humana localizada entre los 12 a 40 segmentos
genéticos de region variable de cadena ligera de inmunoglobulina humana y la al menos una secuencia de
acidos nucleicos JA humana;

en el que el ratdn expresa un anticuerpo que comprende una cadena ligera que comprende una secuencia VA-JA
humana reordenada y una secuencia Ck de raton.

18. El ratén de la reivindicacién 1, en la que el ratdn comprende

(a) 12 segmentos genéticos VA humanos; o
(b) 28 0 mas segmentos genéticos VA humanos.

19. Un método para preparar un anticuerpo en un ratéon, método que comprende

(a) exponer un ratén de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 o 17 a un antigeno;

(b) permitir que el ratén desarrolle una respuesta inmune al antigeno; y

(c) aislar a partir del raton de (b) un anticuerpo que reconoce de forma especifica el antigeno, o aislar a partir del
ratéon de (b) una célula que comprende un dominio de inmunoglobulina que reconoce de forma especifica el
antigeno, en el que el anticuerpo comprende una cadena ligera derivada de un segmento genético VA humano,
un segmento genético JA humano y un gen Ck de ratén.
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