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DESCRIPCION
Raton transgénico que comprende un polinucleétido que codifica C5aR humano o humanizado
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a ratones transgénicos que comprenden un polinucleétido que codifica un C5aR
humano o humanizado. La invencién también se refiere al uso de los ratones transgénicos en métodos de escrutinio
de agonistas, agonistas inversos y antagonistas de C5aR humano y para analizar la eficacia de agonistas, agonistas
inversos y antagonistas de C5aR en diversos modelos de enfermedad en raton.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La protedlisis de cada una de las proteinas del complemento C3-C5 da lugar a fragmentos catidnicos amino-
terminales con moléculas de sefalizacion denominadas anafilatoxinas. La mas potente de ellas, C5a, provoca las
respuestas mas amplias. Teniendo en cuenta los componentes de la respuesta inflamatoria, tales como la margina-
cion y la infiltracion de leucocitos, la liberacion de enzimas proteoliticas unidas a granulos, la produccién de radicales
obtenidos a partir de oxigeno y nitrégeno activo, los cambios en el flujo sanguineo y la fuga capilar, junto con la
capacidad de contraer el musculo liso, la molécula C5a es el mediador proinflamatorio "completo”. A niveles de sub-
nanomolar a nanomolar, la molécula C5a provoca quimiotaxis de todos los linajes mieloides (neutrdfilos, eosindfilos
y basofilos, macréfagos y monocitos) y causa permeabilidad vascular que estd muy potenciada por las prostaglandi-
nas y los leucocitos circulantes. Concentraciones nanomolares mas elevadas provocan desgranulacion y activacion
de la NADPH-oxidasa. Esta amplitud de la bioactividad contrasta con otros mediadores inflamatorios. C5a ha sido
implicada en la patogénesis de artritis reumatoide, psoriasis, septicemia, lesion por reperfusion y sindrome de dificul-
tad respiratoria en adultos.

Las actividades de C5a estan mediadas por la union de C5a a su receptor (C5aR). El C5aR pertenece a la familia de
siete receptores transmembranales acoplados a la proteina G. El C5aR es un receptor de alta afinidad hacia C5a,
con una Kd de ~1 nM, y esta localizado en varios tipos diferentes de células, incluyendo los leucocitos. El nimero de
receptores por célula es extremadamente alto, hasta 200.000 sitios por leucocito. La activacion bioldgica del receptor
tiene lugar en el intervalo que satura la union.

El C5aR comprende un dominio extracelular N-terminal extendido. Este dominio N-terminal largo es tipico de los
receptores acoplados a la proteina G que se unen a péptidos, incluyendo las familias de receptores de IL-8 y fMet-
Leu-Phe (FMLP). La estructura de C5aR se ajusta a la familia de siete receptores transmembranales, estando se-
guido el extremo N-terminal extracelular por siete hélices transmembranales conectadas por dominios interhelicoida-
les que se alternan como bucles intracelulares y extracelulares y terminan con un dominio intracelular C-terminal.

Los agonistas de C5aR son utiles para fines terapéuticos, por ejemplo, como defensa contra una infeccién bacteria-
na, para estimular los efectos inmunorreguladores de C5a y para tratar canceres, enfermedades de inmunodeficien-
cia e infecciones graves.

Los antagonistas de C5aR también son agentes terapéuticos utiles, por ejemplo, para tratar enfermedades inflama-
torias y trastornos autoinmunes. Por ejemplo, los antagonistas de C5aR son utiles en el tratamiento del asma, bron-
quitis alérgica, inflamacion cronica, lupus eritematoso sistémico, vasculitis, artritis reumatoide, osteoartritis, gota,
algunas enfermedades autoalérgicas, rechazo de trasplantes, enfermedad intestinal inflamatoria (por ejemplo, colitis
ulcerosa), en ciertos estados de choque, infarto de miocardio y encefalopatias posvirales. Para este fin, se han des-
crito previamente antagonistas del péptido C5aR y anticuerpos anti-receptor de C5a. Por ejemplo, el documento
WQO95/00164 describe anticuerpos dirigidos contra un péptido N-terminal (residuos 9-29) del receptor de C5a.

Actualmente, son deseables agonistas y antagonistas de C5aR alternativos y/o mejorados, puesto que hay métodos
mejorados para el escrutinio de agonistas y antagonistas de C5aR.

Se conocen en la técnica métodos de escrutinio in vitro para la deteccion de agonistas/antagonistas de C5aR. Por
ejemplo, se pueden usar ensayos de quimiotaxis para determinar la capacidad de un anticuerpo o de un fragmento
funcional del mismo, para bloquear la unioén de un ligando al C5aR y/o inhibir la funcién asociada con la unién del
ligando al receptor. Estos ensayos estan basados en la migracién funcional de células in vitro, inducida por un com-
puesto. La quimiotaxis se puede determinar por cualquier medio adecuado, tal como en un ensayo que utiliza una
placa de quimiotaxis de 96 pocillos o que usa otros métodos reconocidos en la técnica para determinar la quimio-
taxis. Por ejemplo, el uso de un ensayo de quimiotaxis transendotelial in vitro esta descrito por Springer et al.,
(Springer et al., documento WO 94/20142, publicado el 15 de septiembre de 1994; véase también Berman et al.,
Immunol. Invest. 17: 625-677 (1988)). También se ha descrito la migracion a través del endotelio en geles de cola-
geno (Kavanaugh et al., J. Immunol., 146: 4149-4156 (1991)).

Mukherjee et al.: J. Neuroimmunol. (2000) 105, 124-130 y Mukherjee et al. Abstracts of The Society For Neuroscien-
ce, Society For Neuroscience, Washington, DC, US, vol. 26 n° 1/02,4 Noviembre 2000, pagina 859.14, describen
ratones con el gen de C5aR desactivado.
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Gerard et al. Biochem. (1993) 32, 1993, 1243-1250, informan de la caracterizacién detallada de C5aR humano. Las
estructuras artificiales recombinantes que comprenden un polinucleétido que codifica un C5aR humano y sus dele-
ciones progresivas, se transfectaron en diferentes cultivos de células de mamifero humano y no humano, que expre-
saban o no un C5aR enddgeno, para proporcionar un sistema modelo in vitro para el analisis del funcionamiento del
gen de C5aR humano.

Sumichika, H. Current Opinion in Investigational Drugs (2004) 5, 505-510, describe el escrutinio de antagonistas de
C5aR humano para el tratamiento de la inflamacién, usando un método de ensayo de uniéon a C5a humana sobre
membranas de neutréfilos humanos (es decir, in vitro). Se expone la selectividad de especies de los ligandos de
C5aR.

Un requisito decisivo en el proceso de descubrimiento de farmacos es demostrar en modelos relevantes en animales
que los nuevos agentes terapéuticos identificados por métodos de escrutinio in vitro son seguros y eficaces.
Ademas, frecuentemente es deseable comparar la eficacia in vivo de numerosos agentes para seleccionar las pro-
piedades deseables, incluyendo las propiedades farmacocinéticas, la eficacia que afecta al resultado de una enfer-
medad y la falta de efectos secundarios adversos. Uno de los principales obstaculos para el desarrollo de farmacos
es que los farmacos candidatos pasen desde ensayos in vitro a la demonstracion de la eficacia in vivo. Frecuente-
mente esto se debe a que muchos farmacos candidatos son especificos de especie. Por ejemplo, un antagonista
desarrollado para un receptor quimioatrayente humano, tal como el C5aR, podria antagonizar solamente al C5aR
humano y no al C5aR de ratén, conejo o incluso de primates superiores. La incapacidad de muchos farmacos candi-
datos para "trabajar" a través de especies, es una razon principal para el desgaste en la fase preclinica.

Por tanto, son deseables métodos mejorados de escrutinio que permitan la identificacion y/o el analisis de agonistas,
agonistas inversos y antagonistas de C5aR humano en un ambiente in vivo.

COMPENDIO DE LA INVENCION

Los presentes inventores han encontrado que cierto nimero de antagonistas de C5aR reaccionan con el C5aR
humano, pero no lo hacen con el C5aR de otras especies. Por ejemplo, los anticuerpos monoclonales AcMo 7F3,
AcMo 6C12 y AcMo 12D4 (descritos en el documento PCT/AU03/00084) se unen al C5aR humano pero no se unen
al C5aR de ratdn o babuino. Esto pone de manifiesto la necesidad de un sistema de escrutinio y validacioén in vivo
que sea capaz de detectar y/o validar agonistas/antagonistas que son especificos del C5aR humano.

Los presentes inventores también han encontrado que la quimiotaxis de células de muridos manipuladas por inge-
nieria genética para expresar el C5aR humano, es inhibida por anticuerpos anti-C5aR humano. Este hallazgo, aso-
ciado con el conocimiento de que C5a de murido se une al C5aR humano con una afinidad elevada, indica que el
C5aR humano es compatible con la maquinaria de sefializacién de C5aR en otros sistemas de mamifero. Los pre-
sentes inventores han desarrollado por tanto un mamifero transgénico no humano que expresa un C5aR humano y
es Util para escrutar o analizar agonistas/antagonistas de C5aR, particularmente los agonistas/antagonistas especifi-
cos del C5aR humano.

En consecuencia, la presente invencion proporciona un ratén transgénico que comprende y expresa un polinucledti-
do que codifica un C5aR humano o humanizado, en donde se ha dirigido la sustitucion de la regién que codifica
C5aR del exon 3 enddgeno del locus de raton de C5aR, por una secuencia que codifica C5aR humano o humaniza-
do correspondiente y en donde dicho C5aR humanizado difiere de C5aR de raton codificado por dicho locus de
ratén, en que los dominios extracelulares se sustituyen por dominios extracelulares correspondientes de C5aR
humano.

Por tanto, en una realizacion, el polinucleétido codifica C5aR humano. Preferiblemente, el polinucleétido codifica un
polipéptido que comprende una secuencia como la mostrada en SEQ ID NO: 3 o una de sus variantes alélicas.

En una realizacién adicional, el polinucleétido comprende una secuencia como la mostrada en SEQ ID NO: 2 o una
de sus variantes alélicas.

En un aspecto adicional, el polinucleétido codifica C5aR humanizado que comprende dominios intracelulares de
C5aR enddgeno y dominios extracelulares de C5aR humano.

En una realizacion preferida, el ratén transgénico tiene células somaticas y de lineas germinales que contienen, en
una forma integrada de forma estable, un polinucleétido que codifica C5aR humano o humanizado. En otras pala-
bras, se prefiere que el mamifero transgénico sea uno "con el gen activado" para C5aR humano o humanizado.

La estructura artificial de polinucledtido que codifica un fragmento de C5aR humano esta integrada dentro de la
secuencia de C5aR endogeno, de tal modo que después de la integracion, el sitio de C5aR enddgeno comprende un
polinucleétido que codifica C5aR humanizado.

En otra realizacion preferida, el mamifero transgénico es homocigoético para C5aR humano o humanizado.

La expresion de C5aR endégeno en el raton transgénico es indetectable o insignificante. El raton transgénico es un
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homocigotico “desactivado” para C5aR enddgeno.

En una realizacion preferida, la "desactivacion" de C5aR endoégeno tiene lugar simultaneamente a la introduccion de
C5aR humano o humanizado. Esto se consigue preferiblemente reemplazando la secuencia que codifica el C5aR
enddgeno o uno de sus fragmentos, por una secuencia correspondiente que codifica el C5aR humano o uno de sus
fragmentos, por medio de recombinacion homadloga dirigida a la diana. En una realizacion particular de la invencion,
dominios extracelulares de C5aR enddgeno se reemplazan por los dominios humanos correspondientes.

Los ratones transgénicos de la presente invencion pueden comprender otras alteraciones genéticas, ademas de la
presencia de una secuencia que codifica el C5aR humano. Por ejemplo, el genoma del raton transgénico se puede
alterar para afectar a la funcién de genes endégenos, puede contener genes marcadores u otras alteraciones gené-
ticas de acuerdo con los métodos de la presente invencion.

La presente invencion también proporciona un tejido aislado, un érgano aislado, célula(s) aislada(s), un cultivo celu-
lar primario o una linea celular establecida, obtenidos a partir del ratén transgénico de la invencién, que comprenden
y expresan un C5aR humano o humanizado y en donde dicho C5aR humanizado difiere de C5aR de ratén codifica-
do por dicho locus de ratén, en que los dominios extracelulares estan reemplazados por dominios extracelulares
correspondientes de C5aR humano. Los érganos o tejidos preferidos incluyen musculatura lisa, tejido endotelial,
musculatura contractil y corazén.

La presente invencion también proporciona un método segun se reivindica, para producir un ratén transgénico de la
invencion.

El método comprende alterar el C5aR enddgeno del mamifero no humano. Preferiblemente, el ratdon transgénico es
un homocigoético “desactivado” con respecto al C5aR enddgeno.

En una realizacion preferida, el método comprende reemplazar la secuencia que codifica el C5aR enddgeno o uno
de sus fragmentos, por una secuencia que codifica el C5aR humano correspondiente o uno de sus fragmentos, por
medio de una recombinacién homologa dirigida. En una realizacion particular de la invencion, el método comprende
reemplazar los dominios extracelulares de C5aR enddgeno por los dominios humanos correspondientes.

La estructura artificial de polinucleétido puede comprender un marcador seleccionable. Se puede usar cualquier
marcador seleccionable adecuado, aunque un marcador seleccionable preferido es el gen PGK-neo. Preferiblemen-
te, el marcador seleccionable esta flanqueado por sitios loxP, de modo que el marcador seleccionable se puede
eliminar después de su actuacion como diana mediante una expresioén transitoria de la Cre recombinasa.

En un aspecto de la descripcion, la estructura artificial de polinucleétido comprende regiones homadlogas a las se-
cuencias 3'y 5' que flanquean la secuencia que codifica el C5aR enddgeno del mamifero no humano. Preferible-
mente, la estructura artificial de polinucleétido comprende regiones homologas de al menos 2 kb, mas preferiblemen-
te de aproximadamente 3 kb, aguas arriba y aguas abajo del exén del gen de C5aR enddégeno.

Se apreciara que los ratones transgénicos de la presente invencion seran Uutiles en la identificacion, evaluacion o
validacion de nuevos agonistas, agonistas inversos y antagonistas de C5aR. Por ejemplo, los ratones transgénicos
de la presente invencién se pueden usar para escrutar cierto nimero de compuestos candidatos, para identificar
agonistas, agonistas inversos o antagonistas de la funcién de C5aR humano. Los ratones transgénicos de la presen-
te invencion se pueden usar también para evaluar la idoneidad terapéutica de agonistas, agonistas inversos o anta-
gonistas de la funcion de C5aR humano que previamente han sido identificados en métodos de escrutinio.

Por consiguiente, la presente invencion también proporciona un método para evaluar al menos un efecto farmaco-
cinético y/o farmacodinamico de un compuesto candidato, comprendiendo el método administrar un compuesto
candidato a un ratén transgénico de la presente invencién o a un tejido o células aisladas a partir del mismo y exa-
minar al menos un efecto farmacocinético y/o farmacodinamico del compuesto candidato en el ratén transgénico.

El al menos uno de los efectos farmacocinéticos examinados puede ser un parametro de absorcién, un parametro de
distribucién, un parametro de metabolismo o un parametro de excrecion.

Por ejemplo, el al menos uno de los efectos farmacocinéticos examinados puede ser volumen de distribucion, acla-
ramiento total, union a proteinas, unién a tejidos, aclaramiento metabdlico, aclaramiento renal, aclaramiento hepati-
co, aclaramiento biliar, absorcion intestinal, biodisponibilidad, biodisponibilidad relativa, aclaramiento intrinseco,
tiempo medio de permanencia, tasa maxima de metabolismo, constante de Michaelis-Menten, coeficientes de repar-
to entre tejidos y sangre o plasma, fraccion excretada inalterada en orina, fraccion de farmaco convertido sistémica-
mente en metabolitos, constante de la tasa de eliminacion, semivida o aclaramiento de la secrecion.

Para una mayor claridad y para ayudar en la comprension del alcance completo de la presente invencion, "efectos
farmacocinéticos" se refiere al estudio de las cinéticas asociadas a los procesos dinamicos de un parametro, tal
como absorcion, distribucion, metabolismo y excrecion (ADME) de un compuesto candidato y/o sus metabolitos en
un organismo vivo. Tal y como se emplea en el contexto de la presente invencion, los siguientes términos farmaco-
cinéticos han de ser entendidos en sentido amplio y tendran sus significados generalmente aceptados tal como se
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exponen a continuacion.

"Absorcion" se refiere al proceso de captacién de un compuesto candidato desde el sito de administracion, a la circu-
lacion sistémica. La transferencia del compuesto candidato a través del lumen intestinal se denomina generalmente
absorcion oral, mientras que la transferencia del compuesto candidato a través de una barrera fisiologica externa, se
denomina absorcién general. El parametro farmacocinético de la absorcion se puede estimar a partir de datos de
biosensores asociados a un chip sensor que tiene, por ejemplo, una pluralidad de liposomas apropiados inmoviliza-
dos en el mismo.

"Distribucion” se refiere a la transferencia de un compuesto candidato desde el sito de administracién, a la circula-
cion sistémica total y luego al liquido extracelular e intracelular y a los tejidos. La distribucién es usualmente un pro-
ceso rapido y reversible. El parametro farmacocinético de distribucion se puede estimar a partir de datos de biosen-
sores asociados a un chip sensor que tiene, por ejemplo, una pluralidad de proteinas plasmaticas, liposomas y/o
proteinas de transporte apropiadas inmovilizadas en el mismo.

"Metabolismo" se refiere a la suma de todas las reacciones quimicas para la biotransformacién de sustancias endé-
genas y exodgenas que tiene lugar en la célula viva. El parametro farmacocinético de metabolismo se puede estimar
a partir de datos de biosensores asociados con un chip sensor que tiene, por ejemplo, una pluralidad de enzimas
metabdlicas apropiadas inmovilizadas en el mismo.

"Excrecion” se refiere a la eliminacion o pérdida final de un farmaco desde el cuerpo. La excrecion incluye tanto una
difusion pasiva como una excreciéon mediada por un vehiculo especifico relativo. Los compuestos candidatos pueden
ser excretados, inalterados o en forma de metabolitos, en la orina a través de los rifiones o en las heces a través de
la bilis y/o el intestino. Los compuestos volatiles se excretan frecuentemente en el aire expirado por los pulmones. El
parametro farmacocinético de excrecién se puede estimar a partir de datos de biosensores asociados con un chip
sensor que tiene inmovilizado en él, por ejemplo, un anticuerpo que detecta especificamente el compuesto candida-
to, asi como otras proteinas/receptores que tienen una alta afinidad/especificidad frente el farmaco candidato. Tales
anticuerpos y proteinas/receptores se pueden usar para cuantificar la concentracion/cantidad del farmaco en diferen-
tes fluidos corporales (por ejemplo, orina/heces) y tejidos, usando un ensayo de unidn directa.

En otro aspecto de la descripcién, el método implica examinar al menos un efecto farmacodinamico del compuesto
candidato en el ratén transgénico. Preferiblemente, el al menos un efecto farmacodinamico es la modulacion de la
actividad de C5aR. Esta se puede determinar vigilando al menos un fenotipo asociado con la sefializacién de C5aR,
después de la administracion del compuesto candidato.

Por consiguiente, en otro aspecto la descripcion proporciona un método para identificar un compuesto que modula la
actividad de C5aR, que comprende (i) administrar un compuesto candidato a un ratén transgénico de la presente
invencion o un tejido o células aisladas obtenidas a partir del mismo, en donde se expresa al menos un fenotipo
asociado con la sefalizacion de C5aR; vy (ii) vigilar el desarrollo de al menos un fenotipo después de la administra-
cion del compuesto.

En un aspecto preferido, el método comprende ademas (iii) comparar la extensién del fenotipo en el ratén transgéni-
co o las células obtenidas a partir del mismo, al que se administré el compuesto, en relacién con la de un ratén de
control o células obtenidas a partir del mismo, en donde cualquier diferencia en la naturaleza o la extension del feno-
tipo cuando se compara con el ratén de control, indica el potencial del compuesto para modular la actividad de
ChaR.

En un aspecto particular, la descripciéon proporciona un método para identificar un compuesto que inhibe o reduce la
actividad de C5aR, comprendiendo el método (i) administrar un compuesto candidato a un ratén transgénico de la
presente invencion o un tejido o células aisladas obtenidas a partir del mismo, en condiciones en las que se expresa
al menos un fenotipo asociado a la sefalizacion de C5aR; y (ii) vigilar el desarrollo de al menos un fenotipo después
de la administracion del compuesto, en donde cualquier reduccion o inhibicién de la naturaleza o extensién del feno-
tipo después de la administracion, indica el potencial del compuesto para inhibir o reducir la actividad de C5aR. Pre-
feriblemente, el método comprende ademas (iii) comparar la extension del fenotipo en el ratén transgénico al que se
administré el compuesto, con la de un mamifero de control, en donde cualquier reduccién o inhibicién en la naturale-
za o la extension del fenotipo, cuando se compara con el ratén de control, indica el potencial del compuesto para
inhibir o reducir la actividad de C5aR.

En otro aspecto, la descripcién proporciona un método para identificar un compuesto que favorece o potencia la
actividad de C5aR, comprendiendo el método (i) administrar un compuesto candidato a un ratén transgénico de la
presente invencion o un tejido o células aisladas obtenidas a partir del mismo, en condiciones en las que se expresa
al menos un fenotipo asociado con la sefializacion de C5aR; vy (ii) vigilar el desarrollo de al menos un fenotipo des-
pués de la administracion del compuesto, en donde cualquier potenciacién de la naturaleza o la extension del fenoti-
po después de la administracion, indica el potencial del compuesto para favorecer o potenciar la actividad de C5aR.
Preferiblemente, el método comprende ademas (iii) comparar la extension del fenotipo en el ratén transgénico al que
se haya administrado el compuesto, en relacion con un mamifero de control, en donde cualquier potenciacion de la
naturaleza o la extensién del fenotipo, cuando se compara con el mamifero de control, indica el potencial del com-
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puesto para favorecer o potenciar la actividad de C5aR.

El raton de "control" empleado en este contexto puede ser cualquier otro mamifero que expresa los mismos indica-
dores fenotipicos que los expresados en el raton en el que se ha sometido a ensayo el compuesto (es decir, el ratén
del "ensayo").

En una realizacion, los ratones de control y del ensayo expresan niveles similares de C5aR humano funcional. Por
ejemplo, los ratones de control y del ensayo pueden ser isogénicos.

En otra realizacion, el ratén de control es un animal de tipo silvestre que no expresa C5aR humano o humanizado.

La expresion "fenotipo asociado con la sefalizacion de C5aR" se entiende que incluye cualquier caracteristica visible
y/o comportamiento (incluyendo un sintoma clinico de una enfermedad) que esta asociado con un proceso bioquimi-
co que implica la sefalizacion de C5aR. El fenotipo puede estar asociado con una sefalizaciéon de C5aR normal o
andmala. En un aspecto, el fenotipo es un estado que esta agravado por la sefalizacién de C5aR, tal como un tras-
torno complejo inmune, una enfermedad inflamatoria o alérgica, rechazo de injerto o cancer. En otro aspecto, el
fenotipo es un estado que se alivia o se reduce incrementando la sefializacién de C5aR, tal como un estado asocia-
do a inmunosupresion.

En un aspecto particular, el fenotipo es inflamacion. La inflamacion se puede inducir, por ejemplo, mediante la trans-
ferencia de suero desde un mamifero K/BxN artritico a un raton transgénico de la invencion.

En otro aspecto, el fenotipo es un dafio tisular inflamatorio, tal como una lesién por isquemia-reperfusion.
En otro aspecto, el fenotipo es infiltracion de leucocitos.

En otro aspecto, el fenotipo es asma.

En otro aspecto, el fenotipo es septicemia, ictus o sindrome de dificultad respiratoria.

En otro aspecto, el fenotipo es una afeccion seleccionada a partir del grupo que consiste en enfermedades y afec-
ciones inflamatorias o alérgicas, incluyendo enfermedades alérgicas respiratorias, tales como asma, rinitis alérgica,
enfermedades pulmonares por hipersensibilidad, neumonitis por hipersensibilidad, enfermedades pulmonares inters-
ticiales (ILD) (por ejemplo, fibrosis pulmonar idiopatica o ILD asociadas a artritis reumatoide, lupus eritematoso
sistémico, espondilitis anquilosante, esclerosis sistémica, sindrome de Sjogren, polimiositis 0 dermatomiositis); res-
puestas de anafilaxia o hipersensibilidad, alergias a farmacos (por ejemplo, a penicilina, cefalosporinas), alergias a
picaduras de insectos; enfermedades intestinales inflamatorias, tales como enfermedad de Crohn y colitis ulcerosa;
espondiloartropatias; esclerodermia; psoriasis y dermatosis inflamatorias, tales como dermatitis, eczema, dermatitis
atopica, dermatitis alérgica por contacto, urticaria; vasculitis (por ejemplo, vasculitis necrotizante, cutanea y por
hipersendibilidad); enfermedades autoinmunes, tales como artritis (por ejemplo, artritis reumatoide, artritis psoriasi-
ca), esclerosis multiple, lupus eritematoso sistémico, miastenia grave, diabetes de comienzo juvenil, nefritis, tales
como glomerulonefritis, tiroiditis autoinmune, enfermedad de Behcet; rechazo de injerto (por ejemplo, en trasplan-
tes), incluyendo rechazo de aloinjerto o enfermedad del injerto contra el huésped; aterosclerosis; canceres con infil-
tracion de leucocitos de la piel u érganos; lesion por reperfusion, ictus, sindrome de dificultad respiratoria en adultos,
ciertas enfermedades malignas hematoldgicas, toxicidad inducida por citocinas (por ejemplo, choque séptico, cho-
que endotoxico), polimiositis, dermatomiositis, pénfigo, enfermedad de Alzheimer, enfermedades granulomatosas
incluyendo sarcoidosis, sindromes de inmunodeficiencia, tal como SIDA, radioterapia, quimioterapia, terapia de en-
fermedad autoinmune u otra terapia con farmacos (por ejemplo, terapia con corticoesteroides), que provoca inmuno-
supresion; e inmunosupresion debida a deficiencia congénita o a enfermedades infecciosas, tales como el sindrome
respiratorio agudo grave (SARS).

La gama de compuestos candidatos contemplados en esta memoria incluye compuestos inhibidores de C5aR o
agonistas inversos o antagonistas de una funcion bioldgica de C5aR. En una realizacion, el compuesto se seleccio-
na a partir del grupo que consiste en: un péptido, incluyendo un péptido obtenido a partir de C5aR o C5a u otros
péptidos que no son C5aR y son capaces de inhibir, reducir o reprimir una funcién de C5aR, un mutante dominante
negativo de C5aR; un inhibidor no peptidico de C5aR; un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo que se une a
C5aR e inhibe una funciéon de C5aR; una molécula organica pequefia y un acido nucleico, incluyendo un acido nu-
cleico que codifica dicho péptido obtenido a partir de C5aR o C5a u otro inhibidor peptidico que no es C5aR, un
acido nucleico antisentido dirigido contra el ARNm que codifica el C5aR o una ribozima anti-C5aR o un ARN interfe-
rente (ARNi) pequefio que dirige la expresion del gen de C5aR.

La presente descripcién también proporciona un método para identificar un compuesto que modula la actividad de
C5aR, comprendiendo el método:

(a) administrar un compuesto candidato a un ratén transgénico de la presente invencion o a un tejido o célu-
las aisladas obtenidas a partir del mismo en condiciones en las que se expresa al menos un fenotipo asocia-
do con la sefializacion de C5aR; y vigilar el desarrollo de al menos un fenotipo después de la administracion
del compuesto;
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(b) opcionalmente, determinar la estructura del compuesto candidato; y
(c) proporcionar el compuesto candidato o el nombre de la estructura del compuesto candidato.

Naturalmente, para agentes que son conocidos aunque no se han analizado previamente en cuanto a su funcion
usando un escrutinio proporcionado por la presente invencion, la determinacién de la estructura del compuesto esta
implicita en la etapa (b). Esto es debido a que el experto en la técnica conocera el nombre y/o la estructura del com-
puesto en el momento de realizar el escrutinio.

Tal y como se usa en la presente memoria, la expresion "proporcionar el agente" se debe entender que incluye cual-
quier medio sintético quimico o recombinante para producir dicho agente o, alternativamente, la disposicion de un
agente que ha sido sintetizado previamente por cualquier persona o medio.

Los compuestos identificados para la administraciéon a un animal no humano o humano como se describen en la
presente memoria, se pueden formular para una administracion mediante inyeccion a través de una via subcutanea,
intravenosa, intranasal o intraperitoneal. Alternativamente, pueden ser adecuados para una administracion oral en
forma de aditivos alimentarios, comprimidos, trociscos, etc.

Los diversos aspectos y realizaciones descritos en la presente memoria, a los que se hace referencia en los aparta-
dos individuales anteriores, se aplican, cuando sea adecuado, a otros apartados, cambiando lo que sea necesario.
En consecuencia, los aspectos especificados en un apartado se pueden combinar con aspectos especificados en
otros apartados, cuando sea adecuado.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1: Diagrama que muestra el disefio de una estructura artificial con una diana para la generacion de ra-
tones con un gen de C5aR humano activado.

Figura 2: Diagrama que muestra un locus de C5aR de ratdn transgénico después de la delecion del gen
PGKneo mediante Cre recombinasa.

Figura 3: Diagrama que muestra sitios de restriccion seleccionados y exones del gen C5aR (C5r1) de ratén.
Figura 4: Localizacion de cebadores oligonucleotidicos usados en el ensayo de genotipado mediante PCR.

Figura 5: Analisis FACS que muestra que el C5aR humano se expresa en neutrdéfilos de ratones que son por-
tadores del gen hC5aR. Se incub6 sangre de ratones de tipo silvestre (+/+); heterocigéticos (H5Rf/+) y homo-
cigéticos (H5Rf/H5Rf) con un anticuerpo 7F3 especifico de C5aR humano conjugado con FITC. La zona de la
derecha de la linea discontinua en el histograma de neutrofilos es la tincion positiva para 7F3-FITC.

Figura 6: Progreso de una enfermedad inflamatoria similar a AR en ratones homocigéticos para el gen C5aR
humano activado y ratones de tipo silvestre. El panel de la izquierda muestra el aumento del grosor de los to-
billos después de inyectar por via i.p. suero de K/BxN los dias 0 y 2. El panel de la derecha muestra la punta-
cion clinica. Los ratones n° 10 y n° 25 son homocigéticos para el gen C5aR humano, el ratén n° 38 es un
compafiero de camada de tipo silvestre. El engrosamiento de los tobillos y la enfermedad clinica se desarro-
llaron tanto en ratones de tipo silvestre como homocigoéticos para el gen hC5aR en la forma tipica descrita pa-
ra este modelo (Lee et al. (2002) Science, 297, 1689-1692).

Figura 7: Graficos que muestran el progreso y la prevencion de una enfermedad inflamatoria similar a la AR
en ratones homocigoéticos para el gen C5aR humano activado. El panel de la izquierda muestra el aumento
en el engrosamiento de los tobillos después de inyectar por via i. p. suero de K/BxN los dias 0 y 2. El panel
de la derecha muestra la puntuacion clinica. Los ratones n° 7, 10, 24 y 25 son homocigoéticos para el gen
C5aR humano. Los ratones n® 7 y n° 24 fueron inyectados con el anticuerpo 7F3 neutralizante de C5aR
humano, mientras que los ratones n® 10 y n°® 25 fueron inyectados con un anticuerpo de control del isotipo. El
ratén compafiero de camada de tipo silvestre (ratén n° 38) también fue tratado con 7F3. El anticuerpo se in-
yecto los dias -1 y +3. Los ratones a los que se habia inyectado el anticuerpo de control, desarrollaron una
enfermedad inflamatoria. En contraste los ratones con el gen hC5aR activado, a los que se habia inyectado
7F3 estaban protegidos contra la inflamacion. Los ratones de tipo silvestre a los que se habia inyectado 7F3
no estaban protegidos contra la inflamacion.

CLAVE PARA EL LISTADO DE SECUENCIAS
SEQ ID NO:1: Secuencia del locus del gen C5aR(C5r1) de ratéon y ADN flanqueante.
SEQ ID NO:2: Secuencia del ADNc de C5aR humano.
SEQ ID NO:3: Secuencia de aminoacidos de C5aR humano.

SEQ ID NO:4: Cebador F1C (especifico para el exén 3 de C5aR humano):
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SEQ ID NO:5: Cebador R2a (especifico para el exén 3 de C5aR humano):

SEQ ID NO:6: Cebador F3C (especifico para el gen C5aR de ratén):

SEQ ID NO:7: Cebador R4C (especifico para el gen C5aR de ratén):
DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Técnicas generales y definiciones

A no ser que se indique de otro modo, las técnicas de ADN recombinante utilizadas en la presente invencién son
métodos convencionales, bien conocidos por los expertos en la técnica. Tales técnicas estan descritas y explicadas
a través de las publicaciones cientificas, en fuentes tales como: J. Perbal, A Practical Guide to Molecular Cloning,
John Wiley and Sons (1984), J. Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbour La-
boratory Press (1989), T.A. Brown (compilador), Essential Molecular Biology: A Practical Approach, voliumenes 1y 2,
IRL Press (1991), D.M. Glover y B.D. Hames (compiladores), ADN Cloning: A Practical Approach, volimenes 1-4,
IRL Press (1995 y 1996), y F.M. Ausubel et al. (compiladores), Current Protocols in Molecular Biology, Greene Pub.
Associates and Wiley-Interscience (1988, incluyendo todas las actualizaciones hasta la fecha) y se incorporan en la
presente memoria como referencia. En particular, estos documentos describen en detalle métodos para transcribir o
replicar moléculas de acido nucleico y las condiciones requeridas para ello.

Definiciones

A través de esta memoria descriptiva la palabra "comprenden" o variaciones, tales como "comprende" o "que com-
prende(n)", se entiende que implican la inclusion de un elemento establecido, un nimero entero o una etapa o un
grupo de elementos, nimeros enteros o etapas, pero no la exclusiéon de ningun otro elemento, nimero entero o
etapa o grupo de elementos, nimeros enteros o etapas.

Tal y como se usa en la presente memoria, un "ligando" de una proteina C5aR se refiere a una clase particular de
sustancias que se unen a una proteina C5aR de mamifero, incluyendo ligandos naturales y formas sintéticas y/o
recombinantes de los ligandos naturales. En una realizacion preferida, la unién al ligando de una proteina C5aR
tiene lugar con afinidad elevada.

Tal y como se usa en la presente memoria, un "antagonista" es una sustancia que inhibe la unién de un agonista o
un agonista inverso a una proteina C5aR e impide de este modo al menos una funcion caracteristica de una proteina
C5aR, tal como una actividad de unién (por ejemplo, unién de ligandos, uniéon de promotores, unién de anticuerpos),
una actividad de sefializacion (por ejemplo, activacion de una proteina G de mamifero, induccidon de un aumento
rapido y transitorio de la concentracion de calcio libre en el citosol) y/o una funcién de respuesta celular (por ejemplo,
estimulacion de la quimiotaxis, exocitosis o liberacion de mediadores inflamatorios por los leucocitos). El término
antagonista abarca sustancias que se unen al receptor (por ejemplo, un anticuerpo, un mutante de un ligando natu-
ral, moléculas organicas de bajo peso molecular, otros inhibidores competitivos de la unién de ligandos) y sustancias
que bloquean la funcién de los receptores sin unirse a ellos.

Tal y como se usa en la presente memoria, un "agonista" es una sustancia que favorece (induce, causa, potencia o
aumenta) al menos una funcion caracteristica de una proteina C5aR, tal como una actividad de unién (por ejemplo,
union de ligandos, inhibidores y/o promotores), una actividad de sefializacion (por ejemplo, activacion de una protei-
na G de mamifero, induccién de un aumento rapido y transitorio de la concentracién de calcio libre en el citosol) y/o
una funcién de respuesta celular (por ejemplo, estimulacion de la quimiotaxis, exocitosis o liberacion de mediadores
inflamatorios por los leucocitos). El término agonista abarca sustancias que se unen al receptor (por ejemplo, un
anticuerpo, un homologo de un ligando natural de otra especie) y sustancias que favorecen la funcién de receptores
sin unirse a ellos (por ejemplo, activando una proteina asociada). En una realizacion preferida, el agonista es distinto
de un homologo de un ligando natural.

"Agonista inverso" tal y como se usa en la presente memoria se refiere a una molécula que se une o interacciona de
otra manera con C5aR para inhibir la respuesta intracelular en la linea base, iniciada por la forma activa de C5aR
por debajo del nivel base normal de actividad que se observa en ausencia de agonistas.

Por "mamifero transgénico" se entiende un mamifero (por ejemplo, raton, rata, hamster, etc.), que tiene una secuen-
cia de acido nucleico no enddégena (es decir, heteréloga) presente como un elemento extracromosémico en una
porcién de sus células o integrada de forma estable en su ADN de la linea germinal (es decir, en la secuencia
gendmica de la mayoria de sus células). El acido nucleico heterdlogo se introduce en la linea germinal de tales ani-
males transgénicos mediante manipulacion genética, por ejemplo, de embriones o células madre embrionarias del
animal hospedador.

La expresion "biolégicamente activo" o "funcional”, cuando se usa en la presente memoria como un modificador de
C5aR humano, se refiere a un polipéptido que muestra al menos una de las caracteristicas funcionales atribuidas al
C5aR humano natural, tal como la capacidad para actuar como receptor de C5a o para unirse a uno o varios ligan-
dos naturales de C5aR humano.
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Una "desactivacion" de un gen (del inglés, "knock-out") significa una alteracién en la secuencia del gen que da como
resultado una disminucién de la funcion del gen diana, preferiblemente de modo que la expresion del gen diana es
indetectable o insignificante. Una desactivacion de un gen endégeno significa que la funciéon del gen ha disminuido
sustancialmente, de modo que la expresion no es detectable o solo lo es a niveles insignificantes. Los animales
transgénicos “desactivados” pueden ser animales transgénicos que tienen una desactivacion heterocigética de un
gen o una desactivacion homocigoética de un gen. Las "desactivaciones" incluyen también desactivaciones condicio-
nales, en donde una alteracion del gen diana puede ocurrir, por ejemplo, después de una exposiciéon del animal a
una sustancia que favorece la alteracion del gen diana, la introduccion de una enzima que favorece la recombinacion
en el sitio del gen diana (por ejemplo, Cre en el sistema Cre-lox), u otro método para dirigir la alteracion del gen
diana de forma posnatal.

Una "activacion" de un gen diana (del inglés, "knock-in") significa una alteracién en un genoma de una célula hospe-
dadora que da como resultado una expresion alterada (por ejemplo, aumentada (incluyendo ectépica)) del gen dia-
na, por ejemplo, mediante la introduccion de una copia adicional del gen diana o mediante una insercion funcional de
una secuencia reguladora que proporciona una expresion potenciada de una copia enddgena del gen diana. Los
animales transgénicos "activados" de interés para la presente invenciéon son animales transgénicos que tienen una
activacion de un gen C5aR humano o humanizado. Tales animales transgénicos pueden estar activados de forma
heterocigética para el gen C5aR humano o humanizado o ser homocigoéticos para la activacion del gen C5aR huma-
no o humanizado. Las "activaciones" también abarcan activaciones condicionales.

Por "estructura artificial" se entiende un acido nucleico recombinante, generalmente ADN recombinante, que se ha
generado con el fin de expresar una secuencia nucleotidica especifica o que se va a emplear en la construccion de
otras secuencias nucleotidicas recombinantes.

Por "ligada funcionalmente" se entiende una secuencia de ADN y una secuencia reguladora que estan conectadas
de tal modo que permiten la expresion del gen cuando las moléculas apropiadas (por ejemplo, las proteinas activa-
doras de la transcripcion) estan unidas a la secuencia reguladora.

Por "insertada funcionalmente" se entiende una secuencia nucleotidica de interés que esta colocada de forma adya-
cente a una secuencia nucleotidica que dirige la transcripcion y la traduccion de la secuencia nucleotidica introduci-
da de interés (es decir, que facilita la produccién, por ejemplo, de un polipéptido codificado por una secuencia de
C5aR humano).

La expresion "corresponde a" o "que corresponde a" significa homdlogo a, o sustancialmente equivalente a, o fun-
cionalmente equivalente a la secuencia designada.

La expresion "estructura artificial de gen transgénico” se refiere a una molécula de acido nucleico, por ejemplo, un
vector, que contiene el polinucledtido objeto, por ejemplo, el polinucleétido de C5aR humano o uno de sus fragmen-
tos, ligado funcionalmente de un modo que es capaz de expresar el polinucleétido en una célula hospedadora. Tal y
como se usa en la presente memoria, el término "polinucledtido” incluye acido desoxirribonucleico (ADN), y, cuando
es apropiado, acido ribonucleico (ARN). Tal y como se usa en la presente memoria el término también incluye ana-
logos de ARN o ADN preparados a partir de analogos de nucledtidos, y cuando es aplicable para la realizacion que
se describe, polinucledtidos monocatenarios (tales como sentido o antisentido) y bicatenarios.

Animales transgénicos

Los métodos para producir animales transgénicos son bien conocidos en la técnica. Un libro de texto general, util
para este tema es el de Houdebine, Transgenic animals - Generation and Use (Harwood Academic, 1997) que es
una revision amplia de las técnicas usadas para generar animales transgénicos desde peces hasta ratones y vacas.
Los ratones transgénicos son de particular interés en el contexto de la presente invencion.

Los avances en tecnologias para la micromanipulacion de embriones permiten ahora la introduccién de ADN hetero-
logo, por ejemplo, en évulos de mamifero fertilizados. Por ejemplo, células madre totipotentes o pluripotentes se
pueden transformar mediante microinyeccion, precipitacion mediada por fosfato de calcio, fusiéon de liposomas, in-
feccion retrovirica u otros medios, después las células transformadas se introducen en el embridn, y el embrién se
desarrolla a continuacion en un animal transgénico. En un método preferido, los embriones en desarrollo se transfec-
tan con el ADN deseado mediante electroporacion, y los animales transgénicos se producen a partir del embridn
infectado. En otro método preferido, sin embargo, los ADNs apropiados se coinyectan en el pronucleo o el citoplas-
ma de embriones, preferiblemente en la etapa de una sola célula, y se permite que los embriones se desarrollen
hasta animales transgénicos maduros. Estas técnicas son bien conocidas. Véanse las revisiones de métodos de
laboratorio convencionales para la microinyeccion de ADNs heterdélogos en 6vulos de mamifero fertilizados, inclu-
yendo Hogan et al., Manipulating the Mouse Embryo, (Cold Spring Harbor Press 1986); Krimpenfort et al.,
Bio/Technology 9:844 (1991); Palmiter et al., Cell, 41: 343 (1985); Kraemer et al., Genetic manipulation of the Mam-
malian Embryo, (Cold Spring Harbor Laboratory Press 1985); Hammer et al., Nature, 315: 680 (1985); Wagner et al.,
documento de patente de EE.UU. n°® 5.175.385; Krimpenfort et al., documento de patente de EE.UU. n® 5.175.384.

Otro método usado para producir un animal transgénico implica microinyectar un acido nucleico en évulos en la
etapa pronuclear por métodos convencionales. Los 6vulos inyectados se cultivan después, antes de transferirlos a

9



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 587344 T3

los oviductos de las receptoras seudoprefiadas.

Los animales transgénicos también se pueden producir mediante tecnologia de transferencia nuclear, como se des-
cribe en Schnieke, A.E. et al., 1997, Science, 278: 2130 y Cibelli, J.B. et al., 1998, Science, 280: 1256. Usando este
método, fibroblastos de animales donantes se transfectan de forma estable con un plasmido que incorpora las se-
cuencias codificadoras de un dominio de unién o una pareja de unién de interés, bajo el control de elementos regu-
ladores. Los transfectantes estables se fusionan luego con los ovocitos enucleados, se cultivan y se transfieren a
hembras receptoras.

El analisis de animales que pueden contener secuencias transgénicas se realizaria normalmente por PCR o analisis
por transferencia Southern, siguiendo métodos convencionales.

A modo de ejemplo especifico para la construccion de mamiferos transgénicos, tales como vacas, estructuras artifi-
ciales de nucleétidos que comprenden una secuencia que codifica un dominio de unién fusionado con GFP se mi-
croinyectan usando, por ejemplo, la técnica descrita en el documento de patente de EE.UU. n° 4.873.191, en ovoci-
tos que se obtienen a partir de ovarios extirpados recientemente del mamifero. Los ovocitos se aspiran de los folicu-
los y se dejan asentar antes de la fertilizacion con esperma congelado, capacitado con heparina y fraccionado pre-
viamente mediante gradiente de Percoll para aislar la fraccién movil.

Los ovocitos fertilizados se centrifugan, por ejemplo, durante ocho minutos a 15.000 g para visualizar los pronucleos
para la inyeccion y luego se cultivan desde la etapa de cigoto hasta la etapa de moérula o blastocisto en medio condi-
cionado de tejido de oviducto. Este medio se prepara usando tejidos luminales rascados de los oviductos y se diluye
en medio de cultivo. Los cigotos deben colocarse en el medio de cultivo dos horas después de la microinyeccion.

A continuacion, se sincroniza el estro en los mamiferos receptores previstos, tales como ganado vacuno, adminis-
trando coprostanol. El estro se produce en los dos dias siguientes y los embriones se transfieren a los receptores 5-
7 dias después del estro. La transferencia con éxito puede ser evaluada en la descendencia por transferencia Sout-
hern.

Alternativamente, las estructuras artificiales deseadas se pueden introducir en células madre embrionarias (abrevia-
damente células ES, por la expresion inglesa Embryonic Stem) y las células se cultivan para asegurar una modifica-
cion a través del transgén. Las células modificadas se inyectan luego en la etapa embrionaria de blastula y las
blastulas se reemplazan en los hospedadores seudoprefiados. La descendencia resultante es quimérica con respec-
to a las células ES y las células hospedadoras, y se pueden obtener cepas no quiméricas que comprenden exclusi-
vamente la progenie ES, usando reproduccion cruzada convencional. Este técnica esta descrita, por ejemplo, en el
documento WO91/10741.

Los animales transgénicos comprenden una secuencia exogena de acido nucleico, presente como un elemento
extracromosomico o integrado de forma estable en todas o en una porcion de sus células, especialmente en las
células germinales. Se prefiere que un animal transgénico comprenda cambios estables para la secuencia de la
linea germinal. Un cambio estable se consigue generalmente mediante la introduccion del ADN en el genoma de la
célula. Vectores para una integracion estable incluyen plasmidos, retrovirus y otros virus animales, YACs y similares.
Durante la construccion inicial del animal se generan "quimeras" o "animales quiméricos", en los cuales solo un
subconjunto de células tiene el genoma alterado. Las quimeras se usan principalmente para fines de reproduccion,
con objeto de generar el animal transgénico deseado. Los animales que tienen una alteracion heterocigética se
generan mediante reproduccion de quimeras. Normalmente se crian heterocigéticos machos y hembras para gene-
rar animales homocigoéticos.

En una realizacion preferida, los ratones transgénicos de la invencion se producen introduciendo un transgén de
C5aR humano en la linea germinal del raton. Las células madre embrionarias (ES) son el tipo primario de célula
diana para la introduccion del transgén de C5aR humano en el raton, para conseguir una recombinacién homologa.
Las células ES se pueden obtener a partir de embriones de preimplantacion cultivados in vitro y fusionados con
embriones (Evans, M.J., et al., (1981) Nature 292, 154-156; Bradley, M. O., et al., (1984) Nature 309, 255-258; Goss-
ler, et al., (1986) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 83, 9065-9069; y Robertson, et al., (1986) Nature 322, 445-448). Los
transgenes se pueden introducir eficazmente en las células ES mediante transfeccion de ADN o por transduccion
mediada por retrovirus. Tales células ES transformadas se pueden combinar después con los blastocistos de un
animal no humano. Las células ES colonizan después el embrién y contribuyen a la linea germinal del animal quimé-
rico resultante. Para una revision véase Jaenisch, R. (1988) Science 240, 1468-1474. Las células embrionarias
transfectadas se pueden incubar in vitro durante tiempos variables o ser reimplantadas en el hospedador de alquiler
0 ambas cosas.

La descendencia transgénica del hospedador de alquiler se puede escrutar para analizar la presencia y/o la expre-
sion del transgén por cualquier método adecuado. El escrutinio se realiza frecuentemente mediante analisis de
transferencia Southern o transferencia Northern, usando una sonda que sea complementaria a al menos una porcién
del transgén. Como método alternativo o adicional se puede emplear el analisis por transferencia Western que em-
plea un anticuerpo contra la proteina codificada por el transgén, para escrutar la presencia del producto del
transgén. En los ratones transgénicos, el ADN se prepara normalmente a partir de tejido de la cola y se analiza por
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analisis Southern o PCR en busca del transgén. Alternativamente, se analizan los tejidos o las células que se cree
que expresan el transgén a nivel mas elevado para determinar la presencia y la expresion del transgén usando ana-
lisis Southern o PCR, aunque algunos tejidos o tipos de células se pueden usar para este andlisis. La progenie de
los animales transgénicos se puede obtener apareando el animal transgénico con una pareja adecuada o por fertili-
zacion in vitro de évulos y/o esperma obtenidos a partir del animal transgénico.

Los métodos para producir ratones transgénicos a través de una recombinacién homologa entre el gen endégeno y
una estructura artificial de transgén estan descritos por Hanks, M et al. (Science 269: 679-682, 1995).

Estructuras artificiales de C5aR humano y humanizado

La estructura artificial de polinucleétido introducida puede codificar una secuencia de C5aR humano de tipo silvestre
como la mostrada en SEQ ID NO:3 o una variante alélica.

Ejemplos no limitativos de variantes alélicas de SEQ ID NO:3 comprenden una o varias de las sustituciones siguien-
tes:

Aminoacido n° 2: Asp>Asn
Aminoacido n°® 279: Asn>Lys.

La estructura artificial de polinucleétido puede comprender una secuencia como la mostrada en SEQ ID NO:2, o una
variante alélica de la misma.

Ejemplos no limitativos de variantes alélicas de SEQ ID NO:2 comprenden uno o varios de los siguientes cambios de
bases:

Base n° 28: g>a
Base n°® 474: c>t
Base n° 861: t>g
Base n° 1313-1314: insercion de a
Base n° 1447-1448: insercion de a.

En un aspecto preferido, la secuencia que codifica C5aR esta ligada funcionalmente a un promotor, que puede ser
una secuencia reguladora endoégena o heteréloga, constitutiva o inducible y otras secuencias reguladoras necesarias
para la expresion en el ratén hospedador.

Alternativamente, la estructura artificial introducida puede codificar C5aR humanizado que comprende dominios
intracelulares de C5aR enddgeno y dominios extracelulares de C5aR humano,

Los diversos dominios de C5aR humano que se pueden introducir en el C5aR humanizado se enumeran en la Tabla
1.

Tabla 1:

aminoacidos 1 - 37 dominio extracelular - extremo N-terminal
aminoacidos 38 - 60 dominio transmembranal

aminoacidos 61 - 71 dominio intracelular

aminoacidos 72 - 94 dominio transmembranal

aminoacidos 95 - 110 dominio extracelular - bucle extracelular 1
aminoacidos 111 - 132 dominio transmembranal

aminoacidos 133 - 153 dominio intracelular

aminoacidos 154 - 174 dominio transmembranal

aminoacidos 175 - 200 dominio extracelular - bucle extracelular 2
aminoacidos 201 - 226 dominio transmembranal

aminoacidos 227 - 242 dominio intracelular

aminoacidos 243 - 265 dominio transmembranal

aminoacidos 266 - 282 dominio extracelular - bucle extracelular 3
aminoacidos 283 - 303 dominio transmembranal
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aminoacidos 304 - 350 dominio intracelular - extremo C-terminal.

Las estructuras artificiales de interés pueden contener ADNc, secuencias gendmicas o ambos. Los métodos para
aislar y clonar una secuencia deseada, asi como estructuras artificiales adecuadas para la expresion de una se-
cuencia seleccionada en un animal hospedador, son bien conocidos en la técnica. La estructura artificial puede in-
cluir secuencias distintas de las secuencias que codifican C5aR. Por ejemplo, en la estructura artificial se puede
incluir un gen marcador, tal como lac Z, en donde el aumento de la regulacion de la expresion de la secuencia codifi-
cada dara como resultado un cambio en el fenotipo, facilmente detectado.

La expresion "gen C5aR" se usa generalmente con el significado de un gen C5aR humano e isoformas, formas al-
ternativas, variantes por corte y empalme, variantes mutadas, etc. de este gen humano. Esta expresion también se
entiende que significa el marco de lectura abierto que codifica polipéptidos especificos, intrones y secuencias de
nucledtidos no codificadoras adyacentes a 5' y 3', implicadas en la regulacion de la expresion, hasta aproximada-
mente 1 kb mas alla de la region codificadora, pero posiblemente mas lejos en cualquier direccién. La secuencia de
ADN que codifica C5aR puede ser ADNc o ADN gendmico o uno de sus fragmentos. El gen se puede introducir en
un vector apropiado para el mantenimiento extracromosomico o para la integracion en el hospedador.

Las secuencias genémicas de particular interés comprenden el acido nucleico presente entre el codon de iniciacion y
el coddn de parada, incluyendo la totalidad de los intrones que normalmente se encuentran presentes en el cromo-
soma natural. Estas pueden incluir ademas regiones no traducidas en 3' y 5', encontradas en el ARNm maduro.
Dichas secuencias pueden incluir ademas secuencias reguladoras transcripcionales y traduccionales especificas,
tales como promotores, potenciadores, etc., incluyendo aproximadamente 1 kb, pero posiblemente mas del ADN
gendmico flanqueante en el extremo 5' o 3' de la region transcrita. EI ADN gendmico se puede aislar como un frag-
mento de 100 kb o mas pequefio; y esta sustancialmente exento de secuencias cromosémicas flanqueantes.

Las secuencias de las regiones 5' del gen C5aR humano, y las secuencias adicionales de regiones aguas arriba del
extremo 5' y secuencias aguas abajo del extremo 3', se pueden utilizar para elementos promotores, incluyendo sitios
de unién de potenciadores, que proporcionan una expresion en tejidos en donde se expresa normalmente el C5aR.
La expresion especifica en tejidos es Util para proporcionar promotores que mimetizan el modelo natural de expre-
sion. Los polimorfismos que se presentan de forma natural en la region del promotor son Utiles para determinar va-
riaciones naturales en la expresién, particularmente las asociadas con una enfermedad. Alternativamente, se pue-
den introducir mutaciones en la regién del promotor para determinar el efecto de alterar la expresion en sistemas
definidos experimentalmente. Los métodos para la identificacion de motivos de ADN especificos, implicados en la
union de factores transcripcionales son conocidos en la técnica, por ejemplo, la similitud de secuencias con motivos
de unién conocidos, estudios de retardo en geles, etc. Por ejemplo, véase Blackwell et al., (1995) Mol. Med. 1: 194-
205; Mortlock et al. (1996) Genome Res. 6: 327-33; y Joulin y Richard-Foy (1995) Eur. J. Biochem. 232: 620-626.

En un aspecto, los vectores adecuados para uso en la presente invencién pueden comprender al menos un elemen-
to de control de la expresioén ligado funcionalmente a la secuencia de acido nucleico que codifica el C5aR humano.
Los elementos de control de la expresion se pueden insertar en el vector para controlar y regular la expresion de la
secuencia de acido nucleico. Ejemplos de elementos de control de la expresién incluyen, pero sin limitacion, el sis-
tema lac, regiones de operador y promotor del fago lambda, promotores de levadura y promotores obtenidos a partir
de polioma, adenovirus, retrovirus o SV40. El vector puede comprender adicionalmente elementos funcionales que
incluyen, pero sin limitacion, secuencias lider, codones de terminacion, sefiales de poliadenilacién y cualquier otra
secuencia necesaria o preferida para la transcripcion y/o traduccion apropiadas de la secuencia de acido nucleico
que codifica el C5aR humano.

En un aspecto preferido adicional, la estructura artificial comprende regiones homdlogas a las secuencias de los
extremos 3' y 5' que flanquean la secuencia codificadora de C5aR enddgeno del mamifero no humano. Se enten-
dera que estas regiones de homologia son utiles para la integracion dirigida a una diana, de la estructura artificial en
el locus de C5aR enddgeno del mamifero transgénico.

Preferiblemente, la estructura artificial de polinucleétido comprende regiones homologas a al menos 2 kb, mas prefe-
riblemente a aproximadamente 3 kb, situadas aguas arriba y aguas abajo del exén 3 del gen de C5aR enddégeno.
Por ejemplo, las secuencias situadas aguas abajo y aguas arriba pueden proceder de la secuencia entre los nucleo-
tidos 7377-15045 de SEQ ID NO: 1.

Los expertos en la técnica entenderan que los vectores de este tipo se construyen usando una metodologia conven-
cional (Véase por ejemplo Sambrook et al., (compiladores) (1989) "Molecular Cloning, A Laboratory Manual" Cold
Spring Harbor Press, Plainview, N.Y.; Ausubel et al., (compiladores) (1987) "Current Protocols in Molecular Biology"
John Wiley and Sons, New York, N.Y.) o estan comercialmente disponibles.

En algunos aspectos, puede ser preferible expresar el C5aR humano en tejidos que imitan el modelo natural de
expresion en seres humanos. Un modelo especifico de expresion se puede conseguir colocando el acido nucleico
que codifica el C5aR humano bajo el control de un promotor inducible o regulado en el desarrollo o bajo el control de
un promotor especifico de tejido o especifico de un tipo de célula. A modo de ejemplo, los modelos especificos de
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expresion se pueden conseguir mediante el uso de secuencias gendémicas para C5aR humano.

Las técnicas de mutagénesis in vitro de genes clonados son conocidas. Ejemplos de protocolos para escanear mu-
taciones, se pueden encontrar en Gustin et al., 1993 Biotechniques 14:22; Barany, 1985 Gene 37:111-23; Colicelli et
al., 1985 Mol. Gen. Genet. 199:537-9; y Prentki et al., 1984 Gene 29:303-13. Métodos para una mutagénesis especi-
fica del sitio se pueden encontrar en Sambrook et al., 1989 Molecular Cloning: A Laboratory Manual, CSH Press,
pags. 15.3-15.108; Weiner et al., 1993 Gene 126:35-41; Sayers et al., 1992 Biotechniques 13:592-6; Jones y Winis-
torfer, 1992 Biotechniques 12:528-30; Barton et al., 1990 Nucleic Acids Res. 18:7349-55; Marotti y Tomich, 1989
Gene Anal. Tech. 6:67-70; y Zhu 1989 Anal. Biochem. 177:120-4.

Desactivaciones y activaciones de genes

Aunque no es necesario para la puesta en practica de la invencion, los animales transgénicos descritos en la pre-
sente memoria pueden comprender alteraciones de genes endégenos ademas de las alteraciones genéticas descri-
tas anteriormente. Por ejemplo, los animales hospedadores pueden estar "desactivados" y/o "activados" en relacion
con un(unos) gen(es) diana, de acuerdo con los objetivos de la invencion (por ejemplo, el C5aR enddgeno del ani-
mal hospedador puede ser C5aR "desactivado" y/o C5aR humano "activado"). Las desactivaciones tienen una
pérdida parcial o completa de la funcién en uno o en ambos alelos de un gen enddgeno de interés (por ejemplo,
C5aR). Los activados tienen un transgén introducido con la secuencia genética y/o la funcién alterada del gen endé-
geno. Los dos pueden estar combinados, por ejemplo, de tal modo que se inutilice el gen que se presenta de modo
natural y se introduzca una forma alterada. Por ejemplo, es preferible desactivar el gen C5aR enddgeno del animal
hospedador, al mismo tiempo que se introduce un gen C5aR humano.

En una desactivacion, preferiblemente la expresion del gen diana es indetectable o insignificante. Por ejemplo, una
desactivacion de un gen C5aR significa que la funcion del gen C5aR ha disminuido sustancialmente de modo que la
expresion no es detectable o solamente esta presente a niveles insignificantes. Esto se puede conseguir a través de
una variedad de mecanismos, incluyendo la introduccién de una interrupcion de la secuencia codificadora, por ejem-
plo, la inserciéon de uno o varios codones de parada, la insercion de un fragmento de ADN, etc., la delecion de una
secuencia codificadora, la sustitucion de codones de parada para la secuencia codificadora, etc. En algunos casos
las secuencias del transgén exégeno se delecionan finalmente del genoma, dejando un cambio neto en la secuencia
natural. Para conseguir la "desactivacion" se pueden usar diferentes métodos. Se puede inducir una delecién cro-
mosémica de todo el gen natural o parte del mismo, incluyendo deleciones de las regiones no codificadoras, particu-
larmente la region del promotor, secuencias reguladoras en 3', potenciadores o deleciones de genes que activan la
expresion de C5aR. También se puede conseguir una desactivacion funcional mediante la introduccion de una es-
tructura artificial antisentido que bloquea la expresion de los genes naturales (por ejemplo, véase Li y Cohen (1996)
Cell 85:319-329). Las "desactivaciones" también incluyen desactivaciones condicionales, por ejemplo, cuando la
alteracion del gen diana tiene lugar mediante una exposicion del animal a una sustancia que favorece la alteracion
del gen diana, la introduccion de una enzima que favorece la recombinacion en el sitio del gen diana (por ejemplo,
Cre en el sistema Cre-lox) u otro método para dirigir la alteracion del gen diana de forma posnatal.

Una "activacion" de un gen diana significa una alteracion en un genoma de la célula hospedadora que da como
resultado una expresion o funcion alterada de un gen diana natural. Se puede conseguir una expresion aumentada
(incluyendo la ectépica) o disminuida mediante la introduccion de una copia adicional del gen diana o insertando
funcionalmente una secuencia reguladora que proporciona una expresion potenciada de una copia enddgena del
gen diana. Estos cambios pueden ser constitutivos o condicionales, es decir, dependientes de la presencia de un
activador o represor.

Identificacion y/o evaluacién de ligandos, agonistas, agonistas inversos y/o antagonistas de C5aR

A través del uso de ratones transgénicos o células procedentes de los mismos, se pueden identificar ligandos o
sustratos que modulan fenédmenos asociados con la sefializacion de C5aR. Dependiendo del ensayo particular, se
pueden usar ratones transgénicos completos de la presente invencion o tejidos, érganos o células procedentes de
los mismos. Las células se pueden haber aislado recientemente del ratén transgénico o se pueden inmortalizar en
cultivo. Las células de particular interés proceden de tejidos, tales como musculatura lisa, endotelio, musculatura
contractil o corazon.

El término "compuesto” tal y como se usa en la presente memoria, describe cualquier molécula, por ejemplo, protei-
na, molécula pequefia, polinucleétido o producto farmacéutico, con la capacidad de impedir o suprimir los fendéme-
nos moleculares y clinicos asociados con la sefializacion de C5aR.

Los compuestos candidatos incluyen numerosas clases quimicas, aunque en una realizacion preferida son molécu-
las organicas, preferiblemente compuestos organicos pequefios que tienen un peso molecular de mas 50 y menos
de aproximadamente 2.500 Dalton. Los compuestos candidatos comprenden preferiblemente grupos funcionales
necesarios para una interaccion estructural con proteinas, particularmente uniéon por puentes de hidréogeno, y nor-
malmente incluyen al menos un grupo amino, carbonilo, hidroxilo o carboxilo, preferiblemente al menos dos de los
grupos quimicos funcionales. Los agentes candidatos comprenden frecuentemente estructuras carbonadas ciclicas
o heterociclicas y/o aromaticas o poliaromaticas, sustituidas con uno o varios de los grupos funcionales anteriores.
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Los compuestos candidatos también se encuentran entre las biomoléculas que incluyen, pero sin limitacion, sacari-
dos, acidos grasos, esteroides, purinas, pirimidinas y sus derivados, analogos estructurales o combinaciones de los
mismos.

Los compuestos candidatos se pueden obtener a partir de una amplia variedad de fuentes incluyendo colecciones
de compuestos naturales o sintéticos. Por ejemplo, estan disponibles numerosos medios para la sintesis al azar y
directa de una amplia variedad de compuestos organicos y biomoléculas, incluyendo la expresion de oligonucledti-
dos y oligopéptidos aleatorizados. Alternativamente, estan disponibles colecciones de compuestos naturales en
forma de extractos bacterianos, fungicos, vegetales y animales, o se producen facilmente. Alternativamente, las
colecciones y los compuestos producidos de forma natural o sintética se modifican facilmente mediante medios
quimicos, fisicos y bioquimicos convencionales y se pueden usar para producir colecciones combinatorias. Agentes
farmacoldgicos conocidos se pueden someter a modificaciones quimicas directas o aleatorias, tales como acilacion,
alquilacion, esterificacion, amidificacion, etc., para producir analogos estructurales.

El escrutinio también puede estar dirigido a compuestos farmacolégicamente activos y sus productos quimicos ana-
logos.

El agente candidato se puede administrar al ratén transgénico de la invencién (o a células procedentes del raton
transgénico) de cualquier modo deseado y/o apropiado para la administracion del agente, para conseguir el resulta-
do deseado. Por ejemplo, el agente candidato se puede administrar mediante inyeccién (por ejemplo, inyeccion
intravenosa, intramuscular, subcutanea o directamente en el tejido en el cual se quiere conseguir el efecto deseado),
oralmente o por cualquier otro medio deseable. Preferiblemente, el escrutinio in vivo implicara cierto nimero de
animales que reciben cantidades y concentraciones variables del compuesto candidato (desde ausencia de com-
puesto hasta una cantidad de compuesto que se aproxima al limite superior de la cantidad que se puede administrar
satisfactoriamente al ratén), y puede incluir la administracion del agente en una formulacién diferente. Los compues-
tos se pueden administrar solos o en combinaciones de dos o mas, especialmente cuando la administraciéon de una
combinacion de agentes puede dar como resultado un efecto sinérgico. El efecto de la administracién del agente
sobre el ratéon transgénico se puede vigilar con una metodologia convencional.

La gama de compuestos candidatos contemplados en la presente memoria incluye compuestos inhibidores de C5aR
o antagonistas de una funcién bioldgica de C5aR. En una realizacion, el compuesto se selecciona a partir del grupo
que consiste en: un péptido, incluyendo un péptido obtenido a partir de C5aR o C5a u otros péptidos que no son
C5aR y son capaces de inhibir, reducir o suprimir una funcién de C5aR, un mutante dominante negativo de C5aR;
un inhibidor no peptidico de C5aR; un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo que se une a C5aR e inhibe una
funcién de C5aR; una molécula organica pequefia y acido nucleico, incluyendo acido nucleico que codifica dicho
péptido obtenido a partir de C5aR o C5a u otro inhibidor peptidico que no es C5aR, un acido nucleico antisentido
dirigido contra el ARNm que codifica el C5aR o una ribozima anti-C5aR o un ARN de interferencia pequefio (ARN:i)
que se dirige a la expresion del gen C5aR. Cierto numero de estos tipos de compuestos se analizan a continuacion.

Moléculas pequefias

Los compuestos candidatos incluyen numerosas clases quimicas, aunque preferiblemente son moléculas organicas,
preferiblemente compuestos organicos pequefios que tienen un peso molecular de mas de 100 y menos de aproxi-
madamente 2.500 Dalton. Los compuestos candidatos comprenden grupos funcionales necesarios para la interac-
cion estructural con proteinas, particularmente unidn por puentes de hidrégeno y normalmente incluyen al menos un
grupo amino, carbonilo, hidroxilo o carboxilo, preferiblemente al menos dos de los grupos quimicos funcionales. Los
compuestos candidatos comprenden frecuentemente estructuras carbonadas ciclicas o heterociclicas y/o estructuras
aromaticas o poliaromaticas sustituidas con uno o varios de los grupos funcionales anteriores. Los compuestos can-
didatos también se encuentran entre biomoléculas que incluyen péptidos, sacaridos, acidos grasos, esteroides, puri-
nas, pirimidinas y derivados, analogos estructurales o combinaciones de los mismos. De hecho, virtualmente cual-
quier molécula organica pequefia que sea potencialmente capaz de unirse a una molécula diana bioldgica, puede
encontrar uso en la presente invencion siempre que sea suficientemente soluble y estable en soluciones acuosas
para ser analizada respecto a su capacidad para unirse a la molécula diana bioldgica.

Los compuestos candidatos se obtienen a partir de una amplia variedad de fuentes, incluyendo colecciones de com-
puestos naturales o sintéticos. Por ejemplo, estan disponibles numerosos medios para la sintesis al azar y dirigida
de una amplia variedad de compuestos organicos y biomoléculas, incluyendo la expresion de oligonucleétidos alea-
torizados. Alternativamente, estan disponibles o se producen facilmente colecciones de compuestos naturales en
forma de extractos bacterianos, fungicos, vegetales y animales. Adicionalmente, las colecciones y los compuestos
producidos natural o sintéticamente, se modifican facilmente mediante medios quimicos, fisicos y bioquimicos con-
vencionales. Los compuestos farmacoldgicos conocidos se pueden someter a modificaciones quimicas dirigidas o
aleatorias, tales como acilacion, alquilacion, esterificacion, amidificacion, etc., para producir analogos estructurales.

Inhibidores peptidicos o proteinicos

En otro aspecto, los compuestos candidatos son proteinas. Por "proteina" en este contexto se entiende al menos
dos aminoacidos fijados covalentemente, que incluye proteinas, polipéptidos, oligopéptidos y péptidos. La proteina
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puede estar constituida por aminoacidos de origen natural y enlaces peptidicos o estructuras peptidomiméticas sinté-
ticas. Por tanto "aminoacido" o "residuo peptidico", tal y como se usan en la presente memoria, significan tanto ami-
noacidos naturales como sintéticos. Por ejemplo, homofenilalanina, citrulina y norleucina se consideran aminoacidos
para los fines de la invencion. "Aminoacido" también incluye residuos de iminoacidos, tales como prolina e hidroxi-
prolina. Las cadenas laterales pueden tener la configuracion (R) o (S). En la realizacion preferida, los aminoacidos
tienen la configuracion (S) o (L). Si se emplean cadenas laterales no naturales, se pueden usar sustituyentes que no
sean aminoacidos, por ejemplo, para impedir o retardar las degradaciones in vivo.

En un aspecto adicional preferido, los compuestos candidatos son proteinas naturales o fragmentos de proteinas
naturales. Asi, por ejemplo, se pueden usar extractos celulares que contienen proteinas o productos digeridos de
forma aleatoria o dirigida, de extractos celulares proteinicos. De este modo se pueden preparar colecciones de pro-
teinas procariotas y eucariotas. En esta realizacion son particularmente preferidas las colecciones de proteinas bac-
terianas, fungicas, viricas y de mamifero, prefiriéndose estas ultimas y siendo especialmente preferidas las proteinas
humanas.

En otro aspecto preferido, los compuestos candidatos son péptidos con una longitud de aproximadamente 5 a
aproximadamente 30 aminoacidos, siendo preferidos los péptidos de aproximadamente 5 a aproximadamente 20
aminoacidos, y siendo particularmente preferidos los de aproximadamente 7 a aproximadamente 15 aminoacidos.
Los péptidos pueden ser materiales digeridos de proteinas naturales, péptidos aleatorios o péptidos aleatorios "ses-
gados". Por "aleatorizados" o equivalentes gramaticales, en la presente memoria se entiende que cada péptido con-
siste esencialmente en aminoacidos al azar. Puesto que generalmente estos péptidos aleatorios se sintetizan quimi-
camente, pueden incorporar cualquier aminoacido en cualquier posicion. El proceso sintético se puede disefiar para
generar proteinas aleatorizadas para permitir la formacion de la totalidad o la mayoria de las combinaciones posibles
a lo largo de la longitud de la secuencia, formando de este modo una coleccidon de compuestos proteinicos bioacti-
vos candidatos aleatorizados.

La preparacion y el escrutinio de colecciones quimicas combinatorias son bien conocidos por los expertos en la
técnica. Tales colecciones combinatorias incluyen, pero sin limitacion, colecciones de péptidos (véase, por ejemplo,
el documento de Patente de EE.UU. n® 5.010.175, Furka (1991) Int. J. Pept. Prot. Res., 37: 487-493, Houghton et al.
(1991) Nature, 354: 84-88). La sintesis de péptidos no es de ningin modo el unico enfoque previsto y destinado al
uso en la presente invencion. También se pueden usar otros métodos quimicos para generar una diversidad de
colecciones quimicas. Tales métodos quimicos incluyen pero sin limitacion: peptoides (documento de Publicacion
PCT n® WO 91/19735, 26 Dic. 1991), péptidos codificados (documento de Publicacion PCT WO 93/20242, 14 Oct.
1993), bio-oligébmeros al azar (documento de Publicaciéon PCT WO 92/00091, 9 enero 1992), benzodiazepinas (do-
cumento de Patente de EE.UU. n° 5.288.514), diversdmeros, tales como hidantoinas, benzodiazepinas y dipéptidos
(Hobbs et al., (1993) Proc. Nat. Acad. Sci. USA 90: 6909-6913), polipéptidos vinilogos (Hagihara et al. (1992) J.
Amer. Chem. Soc. 114: 6568), peptidomiméticos no peptidicos con una estructura principal de beta-D-glucosa
(Hirschmann et al., (1992) J. Amer. Chem. Soc. 114: 9217-9218), sintesis organicas analogas de colecciones de
compuestos pequefios (Chen et al. (1994) J. Amer. Chem. Soc. 116: 2661), oligocarbamatos (Cho, et al., (1993)
Science 261:1303) y/o peptidil-fosfonatos (Campbell et al., (1994) J. Org. Chem. 59: 658). Véase, en general, Gor-
don et al., (1994) J. Med. Chem. 37:1385, colecciones de acidos nucleicos, colecciones de péptidos y acidos nuclei-
cos (véase, por ejemplo, el documento de Patente de EE.UU. n° 5.539.083), colecciones de anticuerpos (véase, por
ejemplo, Vaughn et al. (1996) Nature Biotechnology, 14(3): 309-314), y el documento PCT/US96/10287), coleccio-
nes de carbohidratos (véase, por ejemplo, Liang et al. (1996) Science, 274: 1520-1522, y el documento de Patente
de EE.UU. n°® 5.593.853), y colecciones de moléculas organicas pequefias (véase, por ejemplo, benzodiazepinas,
Baum (1993) C&EN, Ene 18, pagina 33, isoprenoides documento de Patente de EE.UU. n° 5.569.588, tiazolidinonas
y metatiazanonas documento de Patente de EE.UU. n° 5.549.974, pirrolidinas documentos de Patente de EE.UU. n°
5.525.735 y 5.519.134, compuestos de morfolino documento de Patente de EE.UU. n°® 5.506.337, benzodiazepinas
documento de Patente de EE.UU. n° 5.288.514 y similares).

Estan comercialmente disponibles dispositivos para la preparacion de colecciones combinatorias (véase, por ejem-
plo, 357 MPS, 390 MPS, Advanced Chem Tech, Louisville Ky., Symphony, Rainin, Woburn, Mass., 433A Applied
Biosystems, Foster City, Calif., 9050 Plus, Millipore, Bedford, Mass.).

En un aspecto, los inhibidores peptidicos de C5aR se sintetizan de forma quimica o recombinante como oligopépti-
dos (usualmente de una longitud de 10-25 aminoacidos) obtenidos a partir de una secuencia de C5aR o C5a. Alter-
nativamente, los fragmentos de C5aR o C5a se producen mediante digestion de C5aR o C5a naturales o producidos
recombinantemente, por ejemplo, usando una proteasa, por ejemplo, tripsina, termolisina, quimotripsina o pepsina.
El analisis por ordenador (usando programas informaticos comercialmente disponibles, por ejemplo, MacVector,
Omega, PCGene, Molecular Simulation, Inc.) se usa para identificar sitios de escision proteolitica. Los fragmentos
proteoliticos o sintéticos pueden comprender todos los residuos de aminoacidos que sean necesarios para inhibir
parcial o completamente la funcién de C5aR. Los fragmentos preferidos tendran una longitud de al menos 5, 10, 15,
20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100 o mas aminoacidos.

Los inhibidores proteicos o peptidicos también pueden ser mutantes dominantes negativos de C5aR. La expresion

"mutante dominante negativo" se refiere a un polipéptido de C5aR que ha mutado desde su estado natural y que
interacciona con una proteina con la que C5aR interacciona normalmente, impidiendo con ello que el C5aR endoge-
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no natural forme la interaccion.
Anticuerpos anti-CbaR

El término "anticuerpo” tal y como se usa en la presente memoria, incluye moléculas intactas, asi como fragmentos
de las mismas, tales como Fab, F(ab')2 y Fv que son capaces de unirse a un determinante epitopico de C5aR. Estos
fragmentos de anticuerpo conservan alguna capacidad para unirse selectivamente con su antigeno y se definen
como sigue:

(1) Fab, el fragmento que contiene un fragmento monovalente que se une a antigeno de una molécula de an-
ticuerpo, se puede producir mediante digestion de un anticuerpo completo con la enzima papaina para pro-
porcionar una cadena ligera intacta y una porcién de una cadena pesada;

(2) Fab', el fragmento de una molécula de anticuerpo se puede obtener tratando un anticuerpo completo con
pepsina, seguido por reduccion, para proporcionar una cadena ligera intacta y una porcién de la cadena pe-
sada; por cada molécula de anticuerpo se obtienen dos fragmentos Fab';

(3) F(ab")2, el fragmento de anticuerpo que se puede obtener tratando un anticuerpo completo con la enzima
pepsina sin reduccion posterior; F(ab')2 es un dimero de dos fragmentos Fab' que se mantienen unidos a
través de dos puentes disulfuro;

(4) Fv, definido como un fragmento manipulado por ingenieria genética que contiene la region variable de la
cadena ligera y la regién variable de la cadena pesada, expresadas como dos cadenas; y

(5) Anticuerpo de cadena sencilla ("SCA"), definido como una molécula manipulada por ingenieria genética
que contiene la regién variable de la cadena ligera y la region variable de la cadena pesada, unidas por un
enlazador polipeptidico adecuado como una molécula de cadena sencilla fusionada genéticamente.

Los métodos para preparar estos fragmentos son conocidos en la técnica. (Véase, por ejemplo, Harlow y Lane, Anti-
bodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, New York (1988)).

Los anticuerpos se pueden preparar usando C5aR intacto o fragmentos del mismo, como antigeno inmunizante. Un
péptido usado para inmunizar un animal puede proceder de ADNc traducido o de una sintesis quimica y se purifica y
se conjuga con una proteina vehiculo, si se desea. Tales vehiculos cominmente usados que se acoplan quimica-
mente al péptido, incluyen hemocianina de lapa bocallave (KLH), tiroglobulina, seroalbimina bovina (BSA) y toxoide
de tétanos. El péptido acoplado se puede usar luego para inmunizar el animal (por ejemplo, un ratén o un conejo).

Si se desea, los anticuerpos policlonales se pueden purificar adicionalmente, por ejemplo, uniéndolos a una matriz y
eluyéndolos de la matriz a la cual se une el péptido, contra el que se produjeron los anticuerpos. Los expertos en la
técnica conoceran varios métodos comunes en las técnicas inmunoldgicas para la purificacion y/o la concentracion
de anticuerpos policlonales, asi como anticuerpos monoclonales (Véase por ejemplo, Coligan, et al. Unidad 9, Cu-
rrent Protocols in Immunology, Wiley Interscience, 1991).

Los anticuerpos monoclonales se pueden preparar usando cualquier técnica que proporcione la producciéon de molé-
culas de anticuerpo a través de lineas celulares continuas en cultivo, tal como, por ejemplo, la técnica del hibridoma,
la técnica del hibridoma de linfocitos B humanos y la técnica del EBV-hibridoma (Kohler et al., Nature 256, 495-497,
1975; Kozbor et al., J. Immunol. Methods 81, 31-42, 1985; Cote et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80, 2026-2030,
1983; Cole et al., Mol. Cell Biol. 62, 109-120, 1984).

Los métodos conocidos en la técnica permiten que los anticuerpos que muestran unién con C5aR se identifiquen y
se aislen de las colecciones de expresion de anticuerpos. Por ejemplo, un método para la identificacion y el aisla-
miento de un dominio que se une a anticuerpo que muestra union a C5aR, es un sistema de vector de bacteriofago.
Este sistema de vector se ha usado para expresar una colecciéon combinatoria de fragmentos Fab procedente del
repertorio de anticuerpos de raton en Escherichia coli (Huse, et al., Science, 246:1275-1281, 1989) y del repertorio
de anticuerpos humanos (Mullinax, et al., Proc. Nat. Acad. Sci., 87:8095-8099, 1990). Esta metodologia también se
puede aplicar a lineas celulares de hibridomas que expresan anticuerpos monoclonales que se unen a un ligando
preseleccionado. Los hibridomas que secretan un anticuerpo monoclonal deseado se pueden producir de varios
modos usando técnicas bien conocidas por los expertos con un conocimiento normal de la técnica y no se repetiran
en el presente texto. Los detalles de estas técnicas se describen en referencias del tipo Monoclonal Antibodies -
Hybridomas: A New Dimension in Biological Analysis, Editado por Roger H. Kennett, et al., Plenum Press, 1980; y el
documento de Patente de EE.UU. n° 4.172.124.

Ademas se conocen en la técnica métodos para producir anticuerpos "humanizados" o quiméricos e incluyen combi-
nar regiones variables de muridos con regiones constantes humanas (Cabili, et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
81:3273, 1984), o injertar las regiones determinantes de complementaridad (CDRs) de anticuerpos de muridos en el
marco humano (Riechmann, et al., Nature 332:323, 1988).

Compuestos antisentido
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La expresion "compuestos antisentido” incluye moléculas de ADN o ARN que son complementarias a al menos una
porcién de una molécula de ARNm diana (Izant y Weintraub, 1984; Izant y Weintraub, 1985) y son capaces de inter-
ferir con un evento postranscripcional, tal como la traducciéon de ARNm. Se prefieren los oligdbmeros antisentido
complementarios a al menos aproximadamente 15 nucleétidos contiguos del ARNm que codifica la diana, puesto
que se sintetizan facilmente y tienen menos probabilidad de causar problemas que las moléculas mas grandes,
cuando se introducen en la célula productora de ARNm diana. El uso de métodos antisentido es muy conocido en la
técnica (Marcus-Sakura, 1988).

Moléculas de ARN cataliticos

La expresion ARN catalitico se refiere a un ARN o a una molécula que contiene ARN (también conocida como una
"ribozima") que reconoce especificamente un sustrato definido y cataliza la modificacion quimica de ese sustrato.
Las bases de acidos nucleicos en el acido nucleico catalitico pueden ser las bases A, C, G, T y U, asi como deriva-
dos de las mismas. Los derivados de estas bases son bien conocidos en la técnica.

Normalmente, el acido nucleico catalitico contiene una secuencia antisentido para el reconocimiento especifico de
un acido nucleico diana, y una actividad enzimatica que escinde el acido nucleico (también denominada en la pre-
sente memoria el "dominio catalitico").

Los tipos de ribozimas que son particularmente Utiles en esta invencion son la ribozima cabeza de martillo (Haseloff
y Gerlach 1988, Perriman et al., 1992) y la ribozima de tipo horquilla del cabello (Shippy et al., 1999).

Las ribozimas usadas en esta invencién se pueden sintetizar quimicamente usando métodos bien conocidos en la
técnica. Las ribozimas también se pueden preparar a partir de una molécula de ADN (que después de la transcrip-
cion, proporciona una molécula de ARN) ligada funcionalmente a un promotor de ARN-polimerasa, por ejemplo, €l
promotor de la ARN-polimerasa de T7 o la ARN-polimerasa de SP6. Cuando el vector también contiene un promotor
de ARN-polimerasa ligado funcionalmente a la molécula de ADN, la ribozima se puede producir in vitro mediante
incubacion con ARN-polimerasa y nucleétidos. En una realizacion distinta, el ADN se puede insertar en un casete de
expresion o un casete de transcripcion.

dsARN

El dsARN es particularmente Util para inhibir especificamente la produccion de una proteina particular. Aunque no se
desea estar limitado por la teoria, Dougherty y Parks (1995) han proporcionado un modelo para el mecanismo por el
cual el dsARN se puede usar para reducir la produccion de proteinas. Este modelo se modificé y expandié por Wa-
terhouse et al., (1998). Esta tecnologia se basa en la presencia de moléculas de dsARN que contienen una secuen-
cia que es esencialmente idéntica al ARNm del gen de interés. Convenientemente, el dsARN se puede producir en
un solo marco de lectura abierto en un vector recombinante o una célula hospedadora, en donde las secuencias
sentido y anti-sentido estan flanqueadas por una secuencia no relacionada que facilita que se hibriden las secuen-
cias sentido y anti-sentido para formar la molécula de dsARN, formando con la secuencia no relacionada una estruc-
tura de bucle. El disefio y la produccion de moléculas de dsARN adecuadas dirigidas contra genes de interés esta
dentro de la capacidad de un experto en la técnica, considerando particularmente Dougherty y Parks (1995), Water-
house et al., (1998), documentos WO 99/32619, WO 99/53050, WO 99/49029 y WO 01/34815.

Tal y como se emplea en la presente memoria, las expresiones "ARN de interferencia pequeino” y "ARNi" se refieren
a ARN bicatenario (dsARN) homaélogo que se dirige especificamente a un producto génico, dando como resultado un
fenotipo nulo o hipomérfico. Especificamente, el dsARN comprende dos secuencias de nucleétidos procedentes del
ARN diana y que tienen una autocomplementariedad, de tal modo que se pueden reasociar e interferir con la expre-
sion de un gen diana, presumiblemente a nivel postranscripcional. Las moléculas de ARNi estan descritas por Fire et
al., (1998) y revisadas por Sharp (1999).

Fenotipos asociados con la sefializacion de C5aR

En los métodos de la presente invencion, se administra al raton transgénico un compuesto propuesto y se mide la
respuesta del ratén transgénico frente a dicho compuesto propuesto. Preferiblemente, la respuesta del raton trans-
génico se compara con la respuesta de un ratén "normal" de tipo silvestre o, alternativamente, se compara con un
ratén transgénico de control (sin administracion del compuesto).

En consecuencia en un aspecto, la descripcion proporciona un método para identificar un compuesto que modula la
actividad de C5aR, comprendiendo el método (i) administrar un compuesto candidato a un mamifero transgénico de
la presente invencion en condiciones en las que se expresa al menos un fenotipo asociado con la sefalizacion de
C5aR; y (ii) vigilar el desarrollo del fenotipo después de la administracion del compuesto.

El fenotipo vigilado puede ser cualquier indicador de la sefializacion de C5aR, incluyendo los siguientes:

(a) enfermedades y afecciones inflamatorias o alérgicas, incluyendo enfermedades alérgicas respiratorias, ta-
les como asma, rinitis alérgica, enfermedades pulmonares por hipersensibilidad, neumonitis por hipersensibi-
lidad, enfermedades intersticiales pulmonares (ILD) (por ejemplo, fibrosis pulmonar idiopatica o ILD asociada
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a artritis reumatoide, lupus eritematoso sistémico, espondilitis anquilosante, esclerosis sistémica, sindrome de
Sjogren, polimiositis o0 dermatomiositis); anafilaxia o respuestas de hipersensibilidad, alergias a farmacos (por
ejemplo, a penicilina, cefalosporinas), alergias a picaduras de insectos; enfermedades inflamatorias intestina-
les, tales como enfermedad de Crohn y colitis ulcerosa; espondiloartropatias; esclerodermia; psoriasis y der-
matosis inflamatorias, tales como dermatitis, eczema, dermatitis atopica, dermatitis alérgica por contacto, urti-
caria; vasculitis (por ejemplo, vasculitis necrotizante, cutanea y por hipersensibilidad);

(b) enfermedades autoinmunes, tales como artritis (por ejemplo, artritis reumatoide, artritis psoriasica), escle-
rosis multiple, lupus eritematoso sistémico, miastenia grave, diabetes de inicio juvenil, nefritis, tal como glo-
merulonefritis, tiroiditis autoinmune, enfermedad de Behcet;

(c) rechazo de injertos (por ejemplo, en trasplantes), incluyendo rechazo de aloinjertos o enfermedad del in-
jerto frente al hospedador;

(d) aterosclerosis;
(e) canceres con infiltracion de leucocitos de la piel u 6rganos;

(f) enfermedades o afecciones (incluyendo enfermedades o afecciones mediadas por C5aR), en las cuales se
pueden tratar respuestas inflamatorias indeseables que han de ser inhibidas, incluyendo, pero sin limitacion,
lesion por reperfusion, ictus, sindrome de dificultad respiratoria en adultos, ciertas enfermedades malignas
hematolégicas, toxicidad inducida por citocinas (por ejemplo, choque septicémico, choque endotdxico), poli-
miositis, dermatomiositis, pénfigo, enfermedad de Alzheimer y enfermedades granulomatosas incluyendo sar-
coidosis.

Otros fenotipos incluyen inmunosupresion, como en individuos con sindromes de inmunodeficiencia, tales como
SIDA, individuos que reciben radioterapia, quimioterapia, terapia para enfermedades autoinmunes u otra terapia con
farmacos (por ejemplo, terapia con corticosteroides), que provoca inmunosupresion; e inmunosupresion debida a
deficiencia congénita en una funcién de los receptores u otras causas.

Estan disponibles cierto numero de modelos de inflamacion in vivo y se pueden usar para inducir fenotipos adecua-
dos asociados con C5aR en mamiferos transgénicos de la presente invencion. Por ejemplo, la artritis reumatoide se
puede evaluar usando un modelo animal (por ejemplo, ratén) de artritis inducida por colageno (Trentham et al.
(1977) J. Exp. Med. 146: 857-868), artritis inducida por suero de K/BxN (Kouskoff et al., (1996) Cell 187:811-822),
artritis inducida por antigeno o artritis inducida por adyuvante (Pearson CM (1956) Proc. Soc. Exp. Biblo. Med.
91:95-101).

Otros ejemplos de modelos animales adecuados incluyen: modelo de septicemia con puncién de ligadura cecal
(CLP) (Huber-Lang, M. S., et al. (2002) Faseb J. 16(12): 1567-74); modelo de AR en rata (Woodruff, T. M., et al.
(2002) Arthritis Rheum 46(9): 2476-85); modelo de septicemia en porcino (Mohr, M., et al. (1998) Eur. J. Clin. Invest.
28(3): 227-34); enfermedad pulmonar inducida por complejos inmunes; lesion pulmonar asociada a pancreatitis
(Bhatia, M., et al. (2001) Am. J. Physiol. Gastrointest Liver Physiol. 280(5): G974-8); lesion pulmonar aguda; lesion
renal por isquemia-reperfusion; artritis inducida por colageno; y enfermedad experimental de las vias respiratorias
(modelo similar al asma).

En otro ejemplo, se puede vigilar la infiltracion de leucocitos después de una inyeccion intradérmica de un compues-
to candidato (véase, por ejemplo, Van Damme, J. et al., J. Exp. Med., 176: 59-65 (1992); Zachariae, C. O. C. et al.,
J. Exp. Med. 171: 2177-2182 (1990); Jose, P. J. et al., J. Exp. Med. 179: 881-887 (1994)). En una realizacion, se
evaluaron histolégicamente biopsias de la piel para estudiar la infiltracion de leucocitos (por ejemplo, eosindfilos,
granulocitos). Una disminucion del grado de infiltracion en presencia del compuesto candidato, en comparacion con
el grado de infiltracion en ausencia del compuesto candidato, es indicativa de una inhibicion de la sefializacion de
ChaR.

Ejemplos de fenotipos preferidos se exponen brevemente a continuacion.
Enfermedades autoinmunes (incluyendo artritis reumatoide)

Las enfermedades autoinmunes afectan al 5-8% de la poblacién. Los complejos inmunes (Cl) tienen un papel esen-
cial en la patogénesis de diversas enfermedades autoinmunes, incluyendo artritis reumatoide (AR), lupus eritemato-
so sistémico (LES), glomerulonefritis y vasculitis inmune. Aunque los Cls inician la reaccién autoinmune, otros facto-
res importantes que contribuyen a la gravedad de la enfermedad incluyen el sistema del complemento, los recepto-
res de Fcg y los neutrdfilos. Ahora se conoce que la contribucion principal del complemento a la inflamacion por Cl
es a través de la sefializacién de C5aR. Los Cls activan tanto la via clasica como la alternativa del complemento. La
C5a, liberada mediante una escision de C5 durante la activacion del complemento, es un poderoso agente quimioa-
trayente de neutréfilos, monocitos y macrofagos. La C5a que se une al C5aR inicia una serie de episodios, incluyen-
do la activacion de FcgR en los macrofagos (hiperregulacion que activa FcgRIIl y FecgRI e hiporregulacion que inhibe
el FcgRIIB), haciendo que se liberen mas mediadores quimiotacticos (por ejemplo, quimiocinas CXC) y la posterior
instrumentacioén de la respuesta inflamatoria.
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La importancia de C5a/C5aR se ha mostrado en diversos sistemas de modelos de inflamacion por complejos inmu-
nes. Por ejemplo, se ha mostrado que C5a inicia la cascada inflamatoria en un modelo de peritonitis en raton de la
reaccion de Arthus pasiva inversa (Godau J, et al., J. Immunol. 173, 3437 (2004)). También se ha mostrado que C5a
regula los FcgRs en la enfermedad pulmonar inducida por Cl (Shushakova NJ, et al., J. Clin. Invest., 110, 1823-1830
(2002)). Ademas, ratones con el gen C5aR desactivado no desarrollan inflamacion en el modelo de transferencia de
suero de KRNxNOD de Benoist-Mathis de artritis reumatoide (Ji H, et al., Immunity 16, 157 (2002)) o en un modelo
de artritis inducida por anticuerpos anti-colageno (Grant EP, et al., J. Exp. Med. 196, 1461 (2002)).

Septicemia

La septicemia es una enfermedad grave causada por una infeccion incontenible del torrente sanguineo por bacterias
productoras de toxinas. Se ha reconocido que el sistema inmune innato se puede alterar durante la septicemia, co-
mo se pone de manifiesto por la activacion a gran escala de los sistemas inflamatorio, complemento y de coagula-
cion, junto con la aparicion de citocinas y quimiocinas en el plasma. Esta "tormenta de citocinas" tal como ha sido
denominada, libera numerosos mediadores inflamatorios que contribuyen a una disfuncion o insuficiencia multiorga-
nicay a la muerte.

Revisiones recientes de la septicemia, reflejan intentos en el pasado de encontrar tratamientos para esta enferme-
dad y sugieren futuras direcciones (Crowther y Marshall (2001) Jama 286(15): 1894-6; Cohen, J. (2002) Nature
420(6917):885-91; Cross y Opal (2003) Ann. Intern. Med. 138(6): 502-5).

Hotchkiss y Karl (N. Engl. J. Med. 348(2):138-50, 2003) especulan que la eficacia mostrada por la proteina C anti-
coagulante recombinante activada para reducir la mortalidad en la septicemia, puede ser debida en parte a sus efec-
tos antiinflamatorios. Algunos de los efectos (directos e indirectos) de la proteina C activada son bloquear la produc-
cion de citocinas, bloquear la adhesion celular, inhibir el reclutamiento de neutréfilos, desgranular los mastocitos y
activar las plaquetas. La C5a media en la quimiotaxis de leucocitos, la liberacién de histamina desde los mastocitos,
la potenciacion de la adhesion de neutrofilos-células endoteliales y la induccién de la produccion de citocinas a
través de la unién al receptor de C5a.

Durante la septicemia en seres humanos, la activacion no regulada del sistema del complemento da como resultado
una generacion excesiva de anafilatoxinas, especialmente C3a y C5a y una disfuncién subsiguiente de los neutrdfi-
los. En estados tardios de la septicemia, los neutréfilos suprimen la respuesta quimiotactica, disminuyen la liberacion
de enzimas, alteran el pH intracelular y producen un estallido respiratorio defectuoso (menor produccion de especies
reactivas con oxigeno, especialmente H20;), conduciendo a una actividad bactericida reducida. Estos defectos han
mostrado ser dependientes de C5a. Durante la septicemia experimental, los neutrofilos de la sangre tienen una ca-
pacidad muy disminuida para unirse a C5a, tienen respuestas quimiotacticas alteradas frente a C5a y una pérdida de
la produccién de H,O.. Estos defectos se pueden impedir en la septicemia inducida por la CLP, tratando los anima-
les con anticuerpos anti-C5a. Este tratamiento reducia la bacteremia y mejoraba mucho la supervivencia. Esto indica
que la septicemia induce una generacion excesiva de C5a, lo cual, a su vez, conduce a graves defectos funcionales
en los neutrofilos.

Los anticuerpos contra C5aR también pueden proteger de la muerte por septicemia en modelos de animales. Se ha
mostrado que tanto la inmunorreactividad de C5aR como la expresién del ARNm estan incrementadas en las células
epiteliales de pulmon, rifidn, higado, corazén y timo en una fase temprana de la septicemia experimental. Ratones
inyectados al comienzo de la CLP con anticuerpos contra C5aR, mostraron una supervivencia notablemente mejora-
da, cuando se compararon con animales que recibian IgG no especifica. En ratones tratados con anti-C5aR, los
niveles en suero de IL-6 y TNF-a y los recuentos bacterianos en diversos érganos, se habian reducido significativa-
mente durante la CLP, cuando se comparaban con animales de control de CLP. Estos estudios mostraban que el
bloqueo de C5aR es muy protector frente a un resultado letal de la septicemia.

Se ha sugerido que la localizacion de C5a puede ser decisiva en términos de su potencial para proteger o perjudicar.
La generacion local de C5a en tejidos es esencial para un control temprano de una infeccién. Se establece un gra-
diente de C5a que provoca una quimiotaxis de los leucocitos. A mayores concentraciones de C5a, se detiene la
quimiotaxis y las células producen su estallido de oxigeno téxico. En la septicemia, la activacion del complemento
difuso en la sangre conduce a un exceso de Cba intravascular difusa que paraliza los neutrdéfilos, permitiendo una
proliferacion no restringida de las bacterias. De forma simultanea, el secuestro de los neutrdéfilos en la microcircula-
cion lesiona los pulmones, los rifiones y el higado. En este modelo, puede ser decisivo el C5aR sobre los leucocitos,
en lugar del receptor sobre las células epiteliales del higado, pulmones, etc. Una intervencion, por medio de antago-
nistas de C5aR, podria resultar terapéuticamente valiosa.

Lesién por isquemia-reperfusion (IR)

El sistema del complemento es un importante mediador en el dafio del tejido inflamatorio en diversas enfermedades
incluyendo la lesion por isquemia-reperfusion (IR).

Las funciones relativas de C5a y el complejo de ataque a la membrana C5b-9 en la mediacion de la lesién por IR
parecen variar. En algunos modelos, C5a es el mediador determinante. Los antagonistas de C5aR protegen a los
ratones y las ratas contra la lesién por IR en el intestino delgado y en los rifiones (Heller et al., (1999) J. Immunol.
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163(2): 985-94; Arumugam et al., (2003) Kidney Int 63(1): 134-42; Arumugam et al., (2002) J. Surg. Res. 103(2):260-
7). En un modelo de lesion por IR miocardica en ganado porcino, un antagonista de C5aR reducia marcadamente el
tamafio del infarto (Riley et al., (2000) J. Thorac. Cardiovasc. Surg. 120(2): 350-8).

Estudios con anticuerpos contra C5 también muestran reducciones similares en lesiones por IR (Fitch et al., (1999)
Circulation 100(25):2499-506; de Vries et al., (2003) Transplantation 75(3): 375-82).

Estudios clinicos y experimentales han mostrado que la IR de 6rganos, tales como rifiones, higado, pulmones y
corazoén induce una liberacion rapida de diversas citocinas. Aunque después de la reperfusion se reduce el nivel en
muchas de estas moléculas, la IL-8 aumenta significativamente. La IL-8 es un potente quimioatrayente de neutréfi-
los. Los niveles de IL-8 se correlacionan negativamente con la funcidon pulmonar y niveles elevados estan asociados
con un riesgo mortal incrementado en el trasplante de pulmén. La administracion intravenosa de anticuerpos anti-IL-
8 al comienzo de la reperfusion reduce marcadamente la lesiéon en los pulmones vy la infiltracion de neutréfilos (de
Perrot et al., (2003) Am. J. Respir. Crit. Care Med. 167(4):490-511).

Hay pruebas que muestran que la lesion por IR tiene lugar con un patrén bifasico. Los macrofagos activados durante
la isquemia median en la fase temprana de la lesién, mientras que los neutrdfilos y los linfocitos estan implicados
principalmente en la segunda fase, retardada. El reclutamiento de neutréfilos y linfocitos da como resultado la libera-
cion de citocinas antes y después de la reperfusion.

Puesto que C5a es un potente quimioatrayente de diversas células mieloides, incluyendo macréfagos y neutréfilos e
induce también la produccién de citocinas, se considera que podria ser beneficioso bloquear el C5aR con anticuer-
pos especificos evitando la liberacion de IL-8 y la migracion de neutrdéfilos y reducir de este modo la lesion por IR.

Sindrome de dificultad respiratoria aguda (SDRA) y lesién pulmonar aguda (LPA)

SDRA y LPA son sindromes que son el resultado de un edema e inflamacién pulmonares. El desarrollo de
SDRAV/LPA esta asociado con varios trastornos clinicos graves incluyendo la lesidon pulmonar provocada por infec-
cion por neumonia, aspiracion de contenidos gastricos, traumatismo, septicemia, pancreatitis aguda, sobredosis de
farmacos y derivacion cardiopulmonar. La septicemia es la causa principal del SDRA/LPA. Al igual que con la IR, la
respuesta inflamatoria en LPA esta asociada con el reclutamiento de grandes cantidades de neutréfilos y monocitos
en los espacios aéreos distales de los pulmones. Moléculas proinflamatorias, tales como citocinas, radicales oxige-
nados y proteasas tienen una funcién y una inflamacion excesiva puede empeorar el SDRA/LPA (Ware y Matthay
(2000) N. Engl. J. Med. 342(18): 1334-49; Brower et al., (2001) Chest 120(4): 1347-67).

Se ha sugerido que las estrategias antiinflamatorias podrian ser beneficiosas para reducir el nimero de neutréfilos
que emigran a los espacios extravasculares de los pulmones, para reducir la adhesion de neutréfilos al endotelio
pulmonar y para reducir la liberacion de factores quimiotacticos (Brower et al. (2001) Chest 120(4): 1347-67).

Estudios de pacientes con SDRA revelan que en las fases tempranas de la enfermedad, estan presentes niveles
elevados de IL-8 en el fluido BAL o en el fluido del edema pulmonar. Ademas, anticuerpos que neutralizan IL-8 re-
ducian la lesion pulmonar en un modelo de conejos (Brower et al., (2001) Chest 120(4): 1347-67).

Para SDRA y LPA, bloquear el C5aR también puede ser un enfoque terapéuticamente viable. C5a es una potente
molécula quimiotactica y estimuladora de la liberacion de citocinas. Los estudios descritos anteriormente que em-
pleaban moléculas que antagonizaban C5a o C5aR, mostraron una reduccion de la lesion en diversos modelos de
inflamacion.

Produccién de compuestos identificados en los métodos de escrutinio de la invencién

El método objeto descrito en la presente memoria comprende ademas producir o sintetizar el compuesto que se
analiza en el ratébn modificado genéticamente.

Los compuestos de peptidilo se preparan convenientemente por sintesis convencional de péptidos, tal como el
método de sintesis de Merrifield (Merrifield, J. Am. Chem. Soc. 85:2149-2154, 1963) y las miles de mejoras disponi-
bles para esa tecnologia (véase, por ejemplo, Synthetic Peptides: A User's Guide, Grant, compilador (1992), W.H.
Freeman & Co., New York, pags. 382; Jones (1994) The Chemical Synthesis of Peptides, Clarendon Press, Oxford,
pags. 230); Barany, G. y Merrifield, R. B. (1979) en The Peptides (Gross, E. y Meienhofer, J. compiladores), vol. 2,
pags. 1-284, Academic Press, New York; Winsch, E., compilador (1974) Synthese von Peptiden in Houben-Weyls
Metoden der Organischen Chemie (Miller, E., compilador), vol. 15, 42 ed., Partes 1 y 2, Thieme, Stuttgart; Bodansz-
ky, M. (1984) Principles of Peptide Synthesis, Springer-Verlag, Heidelberg; Bodanszky, M. & Bodanszky, A. (1984)
The Practice of Peptide Synthesis, Springer-Verlag, Heidelberg; Bodanszky, M. (1985) Int. J. Peptide Protein Res.
25,449-474.

Preferiblemente, el péptido se sintetiza sobre un soporte en fase solida, tal como, por ejemplo, una perla de gel de
poliestireno que comprende poliestireno reticulado con divinilbenceno, preferiblemente divinilbenceno al 1% (p/p),
que se hincha mas usando disolvente lipdfilo, tal como, por ejemplo diclorometano o dimetilformamida (DMF). El
poliestireno puede estar funcionalizado por adicion de grupos de clorometano o aminometilo.
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Alternativamente, el gel de polidimetil-acrilamida reticulado y funcionalizado se puede usar una vez hinchado y sol-
vatado, usando DMF o un disolvente aprético dipolar. Otros soportes en fase sélida conocidos por los expertos en la
técnica, también se pueden usar para la sintesis de péptidos, tales como, por ejemplo, perlas obtenidas a partir de
polietilenglicol, producidas mediante el injerto de polietilenglicol en la superficie de perlas de poliestireno inerte. Los
soportes solidos preferidos comercialmente asequibles incluyen PAL-PEG-PS, PAC-PEG-PS, KA, KR o TGR (Ap-
plied Biosystems, CA 94404, EE.UU.).

Para la sintesis de péptidos en fase soélida, grupos bloqueantes que son estables frente a los tratamientos repetidos,
necesarios para la eliminacion del grupo amino bloqueante de la cadena peptidica en crecimiento y para los acopla-
mientos repetidos de aminoacidos, se usan para proteger las cadenas laterales de aminoacidos durante la sintesis y
para enmascarar la reactividad indeseada de los grupos funcionales a-amino, carboxilo o de cadena lateral. Los
grupos bloqueantes (también llamados grupos protectores o grupos enmascarantes) protegen por tanto el grupo
amino del aminoacido que tiene un grupo carboxilo activado que esta implicado en la reaccion de acoplamiento o
protegen el grupo carboxilo del aminoacido que tiene un grupo amino acilado que esta implicado en la reaccion de
acoplamiento.

Durante la sintesis, el acoplamiento tiene lugar después de la eliminacion de un grupo bloqueante sin una rotura de
un enlace peptidico o de cualquier grupo protector fijado a otra parte del péptido. Adicionalmente, se requiere que el
anclaje péptido-resina que protege el extremo C-terminal del péptido, esté protegido durante el proceso sintético
hasta la escision de la resina. Por consiguiente, mediante una seleccién acertada de a-aminoacidos protegidos de
forma ortogonal, se afiaden aminoacidos en las posiciones deseadas a un péptido en crecimiento mientras que to-
davia esta anclado a la resina.

Los grupos preferidos que bloquean amino se pueden eliminar facilmente, pero son suficientemente estables para
sobrevivir en las condiciones de la reaccion de acoplamiento y de otras manipulaciones, tales como, por ejemplo,
modificaciones en los grupos de las cadenas laterales. En una realizacion, los grupos bloqueantes de amino se
seleccionan a partir del grupo que comprende: (i) un grupo benciloxicarbonilo (Z o carbobenzoxi) que se elimina
facilmente mediante hidrogenacion catalitica a temperatura ambiente y presion ordinaria o usando sodio en amonia-
co liquido y acido bromhidrico en acido acético; (ii) un derivado de uretano; (iii) un grupo t-butoxicarbonilo (Boc) que
se introduce usando azida de t-butoxicarbonilo o dicarbonato de di-terc-butilo y se elimina usando un acido suave, tal
como, por ejemplo, acido trifluoroacético (TFA al 50% en diclorometano) o HCI en acido acético/dioxano/acetato de
etilo; (iv) un grupo 9-fluorenilmetiloxicarbonilo (Fmoc) que se escinde en condiciones suavemente basicas, no hidroli-
ticas, tales como, por ejemplo, usando una amina primaria o secundaria (por ejemplo, piperidina al 20% en dimetil
formamida); (v) un grupo 2-(4-bifenilil)propil(2)oxicarbonilo (Bpoc); (vi) un grupo 2-nitro-fenilsulfenilo (Nps); y (vii) un
grupo ditia-succinilo (Dts). Boc se emplea ampliamente para proteger el extremo N-terminal en quimica Fmoc, o
Fmoc se emplea ampliamente para proteger el extremo N-terminal en quimica Boc.

Los grupos protectores de las cadenas laterales variaran para las cadenas laterales funcionales de los aminoacidos
que forman el péptido que se sintetiza. Los grupos protectores de las cadenas laterales se basan generalmente en el
grupo Bzl o el grupo tBu. Los aminoacidos que tienen alcoholes o acidos carboxilicos en la cadena lateral se prote-
gen como éteres de Bzl, ésteres de Bzl, ésteres de cHex, éteres de tBu o ésteres de tBu. La proteccion de la cadena
lateral de los aminoacidos con Fmoc requiere grupos bloqueantes que sean idealmente estables frente a bases y
labiles frente a acidos débiles (TFA). Se han descrito muchos grupos protectores diferentes para la sintesis de pépti-
dos (véase The Peptides, Gross et al. compiladores, vol. 3, Academic Press, New York, 1981). Por ejemplo, el grupo
4-metoxi-2,3,6-trimetilfenilsulfonilo (Nd-Mtr) es util para la proteccion de la cadena lateral de arginina, sin embargo, la
desproteccion de Arg(Mtr) requiere un tratamiento prolongado con TFA. Para proteger la cistina se usa cierto nume-
ro de grupos labiles frente a acidos débiles (TFA, trifluoroacetato de talio (IlI)/TFA) o grupos labiles estables frente al
TFA, pero no frente al trifluoroacetato de talio (I11)/TFA o grupos estables frente a acidos débiles.

Las dos estrategias de proteccién empleadas mas ampliamente son las estrategias Boc/Bzl y Fmoc/tBu. En Boc/BzI,
se usa Boc para la proteccién de amino y las cadenas laterales de los diversos aminoacidos se protegen usando
grupos protectores basados en Bzl o cHex. Un grupo Boc es estable en condiciones de hidrogenacion catalitica y se
usa de forma ortogonal junto con un grupo Z para la proteccion de muchos grupos de cadenas laterales. En
Fmoc/tBu, se usa Fmoc para la proteccion de amino y las cadenas laterales se protegen con grupos protectores
basados en tBu.

Alternativamente, el compuesto de peptidilo se produce mediante la expresién recombinante de un acido nucleico
que codifica la secuencia de aminoacidos de dicho péptido. Las colecciones que codifican péptidos aleatorios son
particularmente preferidas para estos fines, porque proporcionan una amplia gama de diferentes compuestos para
analizar. Alternativamente, se pueden escrutar acidos nucleicos de origen natural. De acuerdo con esta realizacion,
el acido nucleico que codifica el compuesto de peptidilo se produce por sintesis convencional de oligonucledtidos o
procede de una fuente natural y se clona en un vector de expresion adecuado, conectado funcionalmente con un
promotor u otra secuencia reguladora capaz de regular la expresion en un sistema exento de células o en un siste-
ma celular.

Los oligonucledtidos se sintetizan preferiblemente con secuencias de enlazador o adaptador en los extremos 5'y 3'
para facilitar la clonacién subsiguiente en un sistema de vector adecuado, usando técnicas convencionales.
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Colocar una molécula de acido nucleico bajo el control regulador de, es decir, "en conexion funcional con" una se-
cuencia de promotor, significa posicionar dicha molécula de tal modo que la expresion esté controlada por la se-
cuencia del promotor, generalmente posicionando el promotor en 5' (aguas arriba) de la secuencia que codifica el
péptido.

El requisito previo para producir péptidos intactos en bacterias, tales como E. coli es el uso de un promotor fuerte
con un sitio eficaz de unién al ribosoma. Los promotores tipicos adecuados para la expresion en células bacterianas,
tales como E. coli incluyen, pero sin limitacion, el promotor /acz, los promotores AL 0 Ar sensibles a la temperatura, el
promotor T7 o el promotor tac inducible por IPTG. Son bien conocidos en la técnica y estan descritos una serie de
otros sistemas de vectores para expresar la molécula de acido nucleico de la invencién en E. coli, por ejemplo, en
Ausubel et al. (En: Current Protocols in Molecular Biology. Wiley Interscience, ISBN 047150338, 1987) o Sambrook
et al. (En: Molecular Cloning, A Laboratory Manual, segunda edicién, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring
Harbor, N.Y., 1989). Se han descrito numerosos plasmidos con secuencias de promotor adecuadas para la expre-
sion en bacterias y sitios de union al ribosoma eficaces, tales como por ejemplo, pKC30 (A.: Shimatake y Rosenberg,
Nature 292, 128, 1981); pKK173-3 (tac: Amann y Brosius, Gene 40, 183, 1985), pET-3 (T7: Studier y Moffat, J. Mol.
Biol. 189, 113, 1986); la serie de vectores pBAD/TOPO o pBAD/Thio-TOPO que contienen un promotor inducible con
arabinosa (Invitrogen, Carlsbad, CA), el Ultimo de los cuales esta disefiado para producir también proteinas de fusion
con tiorredoxina para potenciar la solubilidad de la proteina expresada; las series de vectores de expresion pFLEX
(Pfizer Inc., CT, EE.UU.); o la serie de vectores de expresion pQE (Qiagen, CA), entre otros.

Los promotores tipicos, adecuados para la expresion en virus de células eucariotas y células eucariotas incluyen el
promotor tardio de SV40, el promotor temprano de SV40 y el promotor de citomegalovirus (CMV), el promotor IE de
CMV (temprano inmediato de citomegalovirus) entre otros. Los vectores preferidos para la expresion en células de
mamifero (por ejemplo, 293, COS, CHO, células 10T, células 293T) incluyen, pero sin limitacién, el juego de vecto-
res de pcDNA suministrado por Invitrogen, en particular pcDNA 3.1 marcador myc-His que comprende el promotor
de CMV vy que codifica un marcador de 6xHis y MYC en el extremo C-terminal; y el vector de retrovirus pSRatkneo
(Muller et al., Mol. Cell. Biol., 11, 1785, 1991). El vector pcDNA 3.1 myc-His (Invitrogen) es particularmente preferido
para expresar péptidos en una forma secretada en células 293T, en donde el péptido o la proteina expresada se
pueden purificar exentos de proteinas de la misma especie, usando técnicas de afinidad convencionales que emple-
an una columna de niquel para fijar la proteina a través del marcador His.

Estan disponibles publicamente una amplia gama de sistemas de hospedador/vector adicionales, adecuados para
expresar péptidos y estan descritos, por ejemplo, en Sambrook et al. (En: Molecular Cloning, A Laboratory Manual,
segunda edicién, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y., 1989).

Son bien conocidos por los expertos en la técnica los medios para introducir un acido nucleico o una estructura artifi-
cial génica que lo comprende en una célula para expresion. La técnica usada para un organismo dado depende de
las técnicas adecuadas conocidas. Los medios para introducir ADN recombinante en células animales incluyen mi-
croinyeccion, transfeccion mediada por DEAE-dextrano, transfeccion mediada por liposomas, tal como la que em-
plea lipofectamina (Gibco, MD, EE.UU.) y/o Cellfectin (Gibco, MD, EE.UU.), absorcion de ADN mediada por PEG,
electroporacion y bombardeo de microparticulas, tal como el que emplea particulas de wolframio u oro revestidas
con ADN (Agracetus Inc., WI, EE.UU.) entre otros.

Las técnicas para sintetizar compuestos organicos pequefios variaran considerablemente dependiendo del com-
puesto, sin embargo, tales métodos seran bien conocidos por los expertos en la técnica. En una realizacién, se usan
programas informaticos para seleccionar elementos esenciales quimicos, adecuados procedentes de compuestos
conocidos, para producir una colecciéon combinatoria. Por ejemplo, el método de formacion de modelos QSAR (rela-
cion cuantitativa entre estructura y actividad) emplea regresiones o arboles de regresiones lineales de estructuras de
compuestos para determinar la idoneidad. El programa informatico de Chemical Computing Group, Inc. (Montreal,
Canada) usa datos experimentales de escrutinios de alta productividad de compuestos activos, asi como inactivos,
para crear un modelo QSAR probabilistico, el cual se usa subsiguientemente para seleccionar compuestos lider. El
método QSAR binario se basa en tres propiedades caracteristicas de compuestos que forman una "informacion
identificadora" de la probabilidad de que un compuesto particular realice o no una funcion requerida: carga parcial,
refractividad molar (interacciones de unién) y logP (lipofilicidad de la molécula). Cada atomo tiene un area superficial
en la molécula y tiene estas tres propiedades asociadas con él mismo. Se determinan todos los atomos de un com-
puesto que tienen una carga parcial en un cierto intervalo y se suman las areas superficiales (informacion identifica-
dora del area superficial de Van der Walls). Los modelos QSAR binarios se usan después para construir modelos de
actividad o modelos ADMET, que se usan para construir una coleccion combinatoria. Por consiguiente, la informa-
cion procedente de supresores y no supresores deseados, incluyendo compuestos lider identificados en los escruti-
nios iniciales, se puede usar para ampliar la lista de compuestos que se van a escrutar para identificar de este modo
compuestos altamente activos.

En un aspecto, el método objeto comprende ademas formular el compuesto identificado para la administracién a un
animal no humano o humano. Las formulaciones pueden ser adecuadas para la administracion mediante inyeccion a
través de una via subcutanea, intravenosa, intranasal o intraperitoneal. Alternativamente, pueden ser adecuadas
para la administracion oral en forma de aditivos alimentarios, comprimidos, trociscos, etc.
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Los compuestos se formulan convenientemente en un excipiente o diluyente adecuado, tal como, por ejemplo, un
disolvente acuoso, un disolvente no acuoso, un excipiente no téxico, tal como una sal, conservante, tampon y simila-
res. Ejemplos de disolventes no acuosos son propilenglicol, polietilenglicol, aceite vegetal y ésteres organicos inyec-
tables, tales como oleato de etilo. Los disolventes acuosos incluyen agua, soluciones alcohdlicas/acuosas, solucio-
nes salinas, vehiculos parenterales, tal como cloruro de sodio, dextrosa de Ringer, etc. Los conservantes incluyen
agentes antimicrobianos, antioxidantes, quelantes y gases inertes. El pH y la concentracion exacta de los diversos
componentes de la formulacién adecuados para administracion al animal, se ajustan de acuerdo con las practicas de
rutina. Las soluciones o suspensiones usadas para una aplicacion parenteral, intradérmica o subcutanea pueden
incluir los siguientes componentes: un diluyente estéril, tal como agua para inyeccion, solucién salina, aceites fijos,
polietilenglicoles, glicerina, propilenglicol u otros disolventes sintéticos; agentes antibacterianos, tales como alcohol
bencilico o metil parabenos; antioxidantes, tales como acido ascérbico o bisulfito de sodio; agentes quelantes, tales
como acido etilenediamintetraacetico; tampones, tales como acetatos, citratos o fosfatos y agentes para el ajuste de
la tonicidad, tales como cloruro sédico o dextrosa. El pH se puede ajustar con acidos o bases, tales como acido
clorhidrico o hidréxido sodico. La preparacion parenteral puede estar encerrada en ampollas, jeringas desechables o
viales de dosis multiples preparados a base de vidrio o plastico. Los agentes de unidn farmacéuticamente compati-
bles y/o materiales adyuvantes se pueden incluir como parte de la composicion. Los comprimidos, pildoras, capsu-
las, trociscos y similares pueden contener cualquiera de los siguientes ingredientes o compuestos de naturaleza
similar: un aglutinante, tal como celulosa microcristalina, goma de tragacanto o gelatina; un excipiente, tal como
almidon o lactosa, un agente disgregante, tal como acido alginico, Primogel o almidon de maiz; un lubricante, tal
como estearato de magnesio o Sterotes; un agente deslizante, tal como didxido de silicio coloidal; un agente edulco-
rante, tal como sacarosa o sacarina; o un agente aromatizante, tal como menta, salicilato de metilo o aroma de na-
ranja. Para una administraciéon mediante inhalacién, los compuestos se suministran en forma de una pulverizacion
por aerosol desde recipientes o dispensadores presurizados que contienen un agente propulsor adecuado, por
ejemplo, un gas tal como diéxido de carbono o un nebulizador. Para una administracion transmucosa o transdérmi-
ca, se usan en la formulacion agentes penetrantes, apropiados para la barrera que ha de ser atravesada. Tales
agentes penetrantes son generalmente conocidos en la técnica e incluyen, por ejemplo, para una administracion
transmucosa, detergentes, sales biliares y derivados de acido fusidico. Una administracion transmucosa se puede
conseguir a través del uso de pulverizadores nasales o supositorios. Para una administracion transdérmica, los
compuestos activos se formulan en pomadas, balsamos, geles o cremas como se conoce generalmente en la técni-
ca.

Opcionalmente, la formulacidn incluira también un vehiculo, tal como, por ejemplo, seroalbumina bovina (BSA),
hemocianina de lapa bocallave (KLH), ovalbumina, seroalbumina de ratén, seroalbumina de conejo y similares.
También se conocen en la técnica medios para conjugar péptidos a proteinas soportes e incluyen glutaraldehido,
éster de m-maleimidobenzoil-N-hidroxisuccinimida, carbodiimida y bencidina bis-biazotada.

La presente invencion se ilustrara ahora mediante los siguientes Ejemplos, que de ningin modo han de entenderse
como limitativos.

Ejemplo 1: Generacion de una estructura artificial que se dirige a una diana para producir un ratén con el
gen de C5aR humano activado

Para producir una cepa de ratones mutantes mediante recombinacién homdloga, se necesitan dos elementos princi-
pales. Una linea de células madre embrionarias (ES) capaz de contribuir a la linea germinal y una estructura artificial
que se dirige a una diana que contenga secuencias del gen diana con la mutacion deseada. El mantenimiento de las
células ES en su estado no diferenciado se consigue haciendo crecer células sobre una capa de células alimentado-
ras. La estructura artificial que se dirige a una diana se transfecta luego a las células ES cultivadas. Las lineas de
células ES proceden de la masa celular interna de un embrién en la fase de blastocisto. La recombinacién homologa
tiene lugar en un pequefio numero de células transfectadas, dando como resultado la introduccion de la mutacion
presente en la estructura artificial que se dirige a una diana, en el gen diana.

Una vez identificados, los clones de células ES mutantes se pueden microinyectar en un blastocisto normal para
producir un ratén quimérico. Debido a que muchas lineas de células ES conservan la capacidad de diferenciarse en
cada tipo celular presente en el raton, la quimera puede tener tejidos, incluyendo la linea germinal, con contribucion
tanto del blastocisto normal como de las células ES mutantes. La reproduccién de quimeras de la linea germinal
proporciona animales que son heterocigéticos para la mutacion introducida en la célula ES y se pueden cruzar para
producir ratones mutantes homocigéticos.

Como se muestra en la Figura 1, la estructura artificial que se dirige a una diana usada para reemplazar la secuencia
de C5aR de ratén enddgeno por la secuencia de C5aR humano, contiene dos regiones de homologia para el gen
diana, localizadas a ambos lados de un marcador seleccionable positivo (PGK-Neo, un gen hibrido que consiste en
el promotor de la fosfoglicerato-cinasa | que dirige el gen de la neomicina-fosfotransferasa). La recombinacién homo-
loga transcurre mediante un evento de doble cruzamiento que reemplaza las secuencias del gen diana por las se-
cuencias de la estructura artificial de reemplazo. Debido a que no se produce ninguna duplicacién de secuencias, el
gen normal no se puede regenerar.

Cuando la estructura artificial que se dirige a una diana se linealiza, el gen neo esta flanqueado por dos regiones de
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homologia con el gen diana. La seleccion de las células usando farmacos (por ejemplo, G418) elimina la gran ma-
yoria de células que no tienen incorporada de forma estable la estructura artificial.

Aunque muchos métodos de inactivacién de genes que implican una recombinacion homoéloga todavia emplean
estructuras artificiales que dejan el marcador seleccionable positivo en el ADN gendmico, cada vez esta mas claro
que esto puede causar cierto nimero de efectos no previstos. Por ejemplo, la presencia del gen neo, frecuentemen-
te con su propio promotor, puede alterar la expresion de los loci vecinos. Esto puede ser un problema particular en
agrupaciones de genes en las que los genes vecinos son de la misma familia, puesto que los genes afectados pue-
den tener funciones idénticas o similares. Como resultado, ligeras diferencias en las estructuras artificiales que se
dirigen a una diana condujeron a diferencias marcadas en el fenotipo.

Por esta razoén, la estructura artificial que se dirige a una diana ilustrada en este ejemplo incluye sitios loxP que flan-
quean el gen PGK-neo, de modo que el marcador seleccionable se puede eliminar después de llegar a la diana
mediante expresion transitoria de la Cre-recombinasa. Esto dejara un pequefio sitio loxP en el ADN gendémico, pero
la estructura artificial se puede manipular genéticamente de modo que éste se encuentre en una posicién inocua
(Figura 2). Aunque tedricamente hasta un sitio loxP podria causar alteraciones en la expresion de genes vecinos,
hasta ahora no se ha informado de ninguno de tales casos. La eficacia de la recombinacioén de Cre procedente de la
expresion transitoria descrita en las publicaciones, varia ampliamente desde ~2% hasta ~15%. Esta tasa se debe
distinguir de la eficacia de la recombinacién de Cre in vivo, en donde la expresion de Cre proviene de las secuencias
integradas en el genoma y, por tanto, mostrara una expresioén de mayor duracion en casi todos los casos.

SEQ ID NO:1 muestra la secuencia de ADN gendmico de ratdn (~22 kb) que incluye el gen C5aR (C5r1). SEQ ID
NO:2 muestra la secuencia de ADNc de C5aR humano y SEQ ID NO:3 muestra la secuencia de la proteina C5aR
humana.

La regiéon gendmica de raton tal y como se muestra en SEQ ID NO:1 (el locus diana) se caracteriza como sigue:
exon 1: nucledtidos 757-784 (region no traducida 5')
exon 2: nucledtidos 1048-1152 (region no traducida 5' mas coddn de iniciacion)
exon 3: nucledtidos 10726-11778 (toda la secuencia codificadora excepto ATG).

La Figura 3 muestra un mapa de restriccion de la secuencia de 22 kb mostrada en SEQ ID NO:1. Los sitios de res-
triccion relevantes son los siguientes:

Enzima N° de cortes Posiciones:

EcoRlI 2 18462 19176

EcoRV 4 199 5337 9151 18964
Ndel 2 7698 18758

Xbal 4 1351 15968 16852 20902

El vector que se dirige a una diana usado para generar los ratones con el gen activado incluye regiones homologas
al ADN genodmico de aproximadamente 3 kb, a ambos lados del exén 3 (es decir, aproximadamente los nucleotidos
7377-15045 como se muestra en SEQ ID NO:1). En particular, el vector que se dirige a una diana comprendia la
region desde aproximadamente los nucleétidos 7377-15045 de SEQ ID NO:1, excepto que los nucledtidos 10726-
11778 estaban reemplazados por los nucleotidos 28 a 1077 de SEQ ID NO:2. Esto significa que después de la inte-
gracion, los exones 1y 2 enddgenos de ratén permanecen en el mamifero transgénico, pero el exén 3 del locus de
ratén se habia reemplazado por una secuencia que codificaba C5aR humano.

Ejemplo 2: Transfeccidn e identificacion de células madres embrionarias de ratén que contienen el gen C5aR
humano

A continuacion se proporciona un protocolo basico para el cultivo de células madre embrionarias y para la introduc-
cion de la estructura artificial que se dirige a una diana en células ES. Este protocolo también describe el método
para identificar clones en el que el gen diana ha sido alterado por recombinaciéon homéloga. Los recombinantes
homologos resultantes son heterocigéticos para C5aR humano y se pueden usar para producir ratones transgénicos
homocigoticos para el gen C5aR humano. En este ejemplo las células ES procedian de ratones C57BL/6.

Materiales

Estructura artificial que se dirige a una diana

Células madre embrionarias (ES)

Medio ES/LIF

Tripsina/EDTA: tripsina al 0,25% (p/v) / EDTA 1 mM (HEPES 20 mM, pH 7,3, opcional)
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Medio ES

Tampon de electroporacion
G418

Medio de congelacion
Tampodn de digestion

NaCl saturado

Gel de agarosa al 1%

Transfeccion de la estructura artificial y seleccion de células ES

1. Cultivar células ES en medio ES/LIF. Someter las células a pases cada 2 a 3 dias, sembrando una placa de
cultivo de tejidos revestida con gelatina de 100 mm con 1-2 x 10° células/placa. El factor inhibidor de leucemia
(LIF) impide que las células ES se diferencien. Puede ser preferible someter las células ag)ases a una densi-
dad mayor si se planifica una inyeccion en blastocistos de las células (por ejemplo, 1,5 x 10 células por matraz
de 25 cm”).

2. Recoger ~5 x 10% a 1 x 107 células afiadiendo tripsina/EDTA e incubando durante ~5 minutos hasta que las
células se liberen de la superficie de la placa. Disociar en células individuales, pipeteando arriba y abajo de cin-
co a diez veces. Aiadir 5 ml de medio ES. Sedimentar las células y volver a poner en suspension en el mismo
tubo el sedimento celular en 1 ml de tampoén de electroporacion. Normalmente, se pueden obtener 10 células
a partir de una placa de 100 mm de cultivo de tejidos casi confluente.

3. Aihadir 1 pmol de ADN de la estructura artificial, estéril linealizado.

4. Someter a electroporacion la mezcla a 450 V y 250 uF en una cubeta de electroporacion de 4 mm. Incubar
10 minutos a temperatura ambiente. Con las células madre embrionarias se pueden usar muchas condiciones
de electroporacion.

5. Extender las células en placas en medio ES a ~2 x 10° células por placa de cultivo de tejidos de 100 mm re-
vestida con gelatina. Incubar 24 horas.

6. Comenzar la seleccion cambiando el medio ES por medio ES/LIF y afadir G418 hasta 0,2 mg/ml y GANC
hasta 2 uM (final).

7. Continuar la incubacion, cambiando el medio diariamente usando medio ES/LIF y afadir G418 (0,2 mg/ml fi-
nal), hasta que sean visibles colonias aisladas individuales (normalmente 1 semana después de la electropora-
cion). Retirar una colonia individual de la placa usando una punta de pipeta tratada en autoclave, y colocarla en
una gota de 35 ul de tripsina/EDTA durante 5 minutos. Pipetear arriba y abajo aproximadamente cinco veces
hasta disociar las células. Transferir las células a un pocillo de una placa de microtitulacién de 24 pocillos re-
vestida con gelatina que contiene 1 ml de medio ES/LIF.

8. Incubar hasta que sean visible colonias, pero que no se diferencien las células (normalmente 3 a 4 dias).
Pasar la mitad de las células a un pocillo de una placa de microtitulacion limpia de 24 pocillos revestida con ge-
latina. Afadir las células restantes a 0,5 ml de medio de congelacion y colocar la placa a -70°C. Congelar du-
rante la noche y luego transferir a nitrégeno liquido. Las células no diferenciadas crecen en colonias lisas re-
dondas. Las células diferenciadas son mas planas con bordes intercelulares definidos. Realizar inmediatamen-
te la etapa 9 después de colocar la mitad de las células en el congelador.

Escrutinio de recombinantes homélogos

9. Incubar las células ES en una placa de microtitulacién de 24 pocillos (etapa 14) hasta casi confluencia
(usualmente 2 a 3 dias). Debido a que no es decisivo impedir la diferenciacion de las células ES en esta etapa,
se puede omitir LIF del medio de cultivo; sin embargo, la presencia de LIF puede ayudar a mantener el creci-
miento celular.

10. Afadir 300 ul de tampodn de digestion a cada pocillo. Transferir el contenido de los pocillos a un tubo de mi-
crocentrifuga de 1,5 ml e incubar durante la noche a 55°C.

11. Ahadir 150 ul de NaCl saturado y agitar con formacion de voértice vigorosamente (la soluciéon se volvera
blanca lechosa). Afiadir 2 volumenes de etanol al 95% (la solucion se volvera trasparente excepto el ADN pre-
cipitado). Algunos investigadores precipitan el ADN usando 2 volumenes de etanol (o 1 volumen de isopropa-
nol) sin afadir sal. Sin embargo, el sedimento de ADN se vuelve a suspender mas facilmente si se afiade sal.

12. Volver a suspender el sedimento de ADN en 50 ul de agua. Determinar la concentracion de ADN midiendo
la absorbancia a 260 nm.

13. Digerir 10 ug de ADN (o 10 ul si no se determind la concentracion de ADN) con la enzima de restriccion
adecuada.
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14. Fraccionar el ADN digerido en un gel de agarosa al 1%. Transferir a una membrana de nailon e hibridar
mediante transferencia Southern con una sonda de hibridacion del gen diana adecuada, para distinguir el gen
diana inalterado de un gen diana que haya experimentado recombinacién homologa.

15. Seleccionar colonias de células ES que muestren dos fragmentos de hibridacion de aproximadamente igual
intensidad - un fragmento del tamafio previsto para el gen diana inalterado y un fragmento del tamafio previsto
para un gen diana que haya experimentado recombinacién homologa. Si los dos fragmentos tienen una inten-
sidad de hibridacion desigual, la poblacion de células puede no ser clonal. Congelar las células y conservarlas
en nitrégeno liquido.

Un total de 672 colonias de células ES transfectadas con la estructura artificial que se dirige a una diana hC5aR se
escrutaron para detectar una recombinacién homoéloga entre la estructura artificial que se dirige a una diana y el
genoma del ratén.

El ADN extraido de las colonias de células ES se digiri6 con EcoRV o Xbal y se someti6 a electroforesis a través de
un gel de agarosa. El ADN se transfirié a un filtro (por el método Southern) y se hibridé con un ADN de una sonda
marcada con %P en 5' 0 3' usando condiciones convencionales. Después de lavar, el filtro se expuso a una pelicula
de rayos X. Este escrutinio proporcioné tres colonias que contenian el gen C5aR humano. En dos de estas colonias
(5H1 y 6C8) se identificd que tenian un gen C5aR humano correctamente integrado en el locus del gen C5aR de
raton (los datos no se muestran).

Ejemplo 3: Implantacion de células ES, generacion de quimeras y transmision de lineas germinales del gen
C5aR humano

El método convencional para generar quimeras con células ES emplea embriones de ratéon de 3,5 dias de edad
(blastocistos). Los embriones en este estadio tienen una gran cavidad llena de fluido en la cual se pueden colocar
las células ES mediante inyeccion. Los blastocistos ya han salido de los oviductos y se encuentran en las trompas
uterinas. Para las inyecciones, se deben recoger antes de que eclosionen (pérdida de zona peldcida) y se fijen a la
pared uterina. Para generar blastocistos para inyecciones de células ES se usan diversas cepas de ratones. En este
ejemplo, se uso la cepa de ratones Balb/c para generar blastocistos. Esta cepa proporciona un niumero razonable de
embriones. Tiende a producir quimeras de alta calidad que se pueden distinguir facilmente por el color del pelaje
cuando se usan con células ES procedentes de una variedad de subcepas de C57BL/6.

Las células ES procedentes de las colonias, 5H1 y 6C8 se inyectaron en ~200 blastocistos. Los blastocistos se im-
plantaron en ratones hembras seudoprefiadas. Nacieron unas 17 quimeras que tenian entre 5 y 50% el color de
pelaje negro. Las 13 quimeras machos se aparearon con hembras C57BL/6 y produjeron unas 300 crias. Se observo
la transmision de la linea germinal del gen C5aR humano a 19 crias procedentes de 5 parejas de apareamiento
quimera x C57BL/6.

La presencia del locus C5aR humano se confirmé por transferencia Southern. EI ADN gendmico extraido de la cola
de ratén se digirid con EcoRV, se sometié a electroforesis y se hibridé con la sonda 3'. El filtro se desmontd y se
volvié a analizar con la sonda Neo. Cierto nimero de ratones mostraron el gen C5aR. El genotipo de estos ratones
se denomind hC5aRfloxed(neoR)/wt (abreviado H5Rf/+).

Ejemplo 4: Reproduccion e identificacion de ratones homocigoéticos para el gen C5aR humano

Una generacion de ratones H5Rf/+ se aparearon con ratones C57BL/6 supresores de Cre para eliminar el gen mar-
cador neoR, generando de este modo ratones H5R/wt/Cre. Los ratones H5R/wt/Cre se aparearon con ratones
C57BL/6 para eliminar el gen Cre, generando de este modo ratones H5R/wt heterocigéticos (H5R/+). Los aparea-
mientos entre ratones H5R/+ produjeron ratones homocigéticos con genes activados HSR/H5R. También se estable-
cieron algunos apareamientos H5Rf/+ x H5Rf/+ y generaron homocigéticos H5Rf/H5RY.

La confirmacion de que los ratones son portadores del gen C5aR humano se realizé usando un ensayo de genotipa-
do basado en la PCR. El ensayo de genotipos mediante transferencia Southern empleado anteriormente para identi-
ficar ratones portadores del gen C5aR humano, se basaba en la hibridacién con una sonda de ADN especifica de
ratén (no una sonda especifica del gen C5aR humano). El ensayo de PCR descrito mas adelante utilizaba cebado-
res que amplifican especificamente las secuencias del gen C5aR humano o de raton.

Preparacion del ADN de la cola

Puntas de la cola de 3 mm se colocaron en tubos Eppendorf estériles de 1,5 ml y se incubaron durante una noche a
65°C en 200 ul de tampon de aislamiento de ADN (Tris-Cl 67 mM, pH 8,0 (Calbiochem), sulfato de amonio 16,6 mM
(Sigma), cloruro de magnesio 6,5 mM (Promega), B-mercaptoetanol al 1% (ICN Biomedical) y Triton X100 al 0,05%
(Sigma)). El liquido sobrenadante se transfirid a un nuevo tubo de 1,5 ml que contenia 500 ul de etanol al 100%
(UNIVAR), se mezclé y se incub6 durante 2 horas a -20°C, luego se centrifugé durante 15 minutos a 4°C y 13.000
rpm (Labofuge 400R, Heraeus Instruments) para precipitar el ADN gendmico purificado. El sedimento de ADN se
lavo en etanol al 70% y se dejoé secar antes de volver a ponerlo en suspension en 50 ul de agua destilada. Se uso6
una parte alicuota de 1 ul como el ADN molde en el siguiente ensayo de PCR.
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PCR para amplificar genes de C5aR humano y de ratén

Cada reaccion de PCR contenia 5 ul de tampdn 10x PCR exento de magnesio, 5 ul de cloruro de magnesio 25 mM,
0,5 ul de Tag ADN-polimerasa (2,5 unidades/ul), 1 ul de dNTPs 10 mM (Promega), 1 ul de cada cebador oligonucle-
otidico 10 mM (F1C, R2a, F3C y R4C) y 1 ul de ADN molde. El volumen total se completé hasta 50 ul con agua
destilada. Los cebadores oligonucleotidicos empleados eran:

5'-TGGACTACAGCCACGACAAACG-3' (F1C) (SEQ ID NO:4) y 5-AGGAAGGACATCATTATCCCCG-3' (R2a)
(SEQ ID NO:5), ambos especificos del exon 3 de C5aR humano; y,

5'-CACCAGCCCCGAGATTTTTTC-3' (F3C) (SEQ ID NO:6) y 5-TCAGAAACCAGATGGCGT-3' (R4C) (SEQ ID
NO:7), ambos especificos del gen C5aR de raton.

Las secuencias diana se amplificaron después usando un termociclador de PCR System 2700 (Applied Biosystems).
La PCR empezd con una etapa de desnaturalizacion de 5 minutos a 95°C, seguida por 25 ciclos de tres etapas:
95°C durante 30 segundos, 60°C durante 30 segundos y 72°C durante 60 segundos. Una etapa de extension final: 5
minutos a 72°C fue seguida por almacenamiento a 4°C.

Electroforesis en gel

El genotipo de cada muestra se visualizé usando electroforesis en gel con 10 ul de producto de la PCR y 6x coloran-
te de carga (Promega). El gel consistia en 80 ml de agarosa de calidad para ADN al 1,5% (Progen) en 1x TBE y 2 ul
de bromuro de etidio (MP Biomedicals). Las muestras se hicieron correr a 100 voltios durante 30 minutos junto con
una cadena de ADN de 1 kb (Promega). Se esperaba que el ADN de ratones homocigéticos H5Rf/H5Rf tuviera una
sola banda de 237 pb, el ADN de ratones heterocigéticos H5Rf/+ tendria bandas de 237 pb y 565 pb y el ADN de
ratones de tipo silvestre tuviera una sola banda de 565 pb. El analisis del gel mostraba que los ratones n° 10, 24 y 25
eran homocigoéticos (HS5Rf/H5Rf) (datos no mostrados). En algunas muestras, se observé un transcrito irrelevante
con una longitud de 1139 pb (amplificado con los cebadores F3C y R2a).

La localizacion relativa en el locus de C5aR ratén/humano de los cebadores de la PCR, F1C, R2a, F3C y R4C, usa-
dos en el ensayo de genotipado se muestra en la Figura 4.

Ejemplo 5: C5aR humano se expresa en células aisladas de ratén con el gen activado

Para confirmar que el receptor de C5a humana se expresa en ratones que son portadores del gen C5aR humano, se
aislaron neutrdfilos a partir de la sangre de un raton de tipo silvestre (+/+), un heterocigotico (H5Rf/+) y un homocigé-
tico (H5Rf/H5RY).

Tincién con inmunofluorescencia directa de C5aR en sangre completa de ratén

Se recogieron aproximadamente 30 ul de sangre venosa periférica de ratones homocigoéticos (H5Rf/H5Rf), hetero-
cigéticos (H5Rf/+) y de tipo silvestre (+/+) en un tubo que contenia EDTA (la concentracion final de EDTA era 5 mM).
Para la deteccion del receptor C5aR humano se tifieron 30 ul de sangre con 5 ul de 7F3 marcado con FITC (isotio-
cianato de fluoresceina, Sigma), un anticuerpo especifico para C5aR humano (7F3 no tiene reaccién cruzada con el
C5aR de raton). La sangre y el anticuerpo se incubaron en un tubo de ensayo de 12 x 75 mm durante 15 minutos a
temperatura ambiente. Para lisar los eritrocitos vy fijar las células se afiadieron 500 ul de solucion de lisis BD (Becton
Dickinson) a la solucion de sangre/anticuerpo. Después de 15 minutos, las células se centrifugaron a 1.200 rpm
durante 3 minutos a temperatura ambiente y el sedimento celular se volvio a suspender en 1 ml de tampén de lava-
do (1 x PBS, BSA al 0,1%, azida de sodio al 0,02%). Las células se analizaron en un citdmetro de flujo FACS Calibur
(Becton Dickinson) usando el programa informatico Cell Quest (Becton Dickinson). Para cada muestra se contaron
aproximadamente 5.000 células.

La Figura 5 muestra los resultados de este analisis. Los neutrdéfilos tanto de los ratones Kl homocigéticos como hete-
rocigoéticos se unieron a 7F3, un anticuerpo especifico para C5aR humano. En contraste, los neutréfilos de ratones
de tipo silvestre no se tifieron con 7F3. Los linfocitos de todos los genotipos de los ratones no se tifieron con el AcMo
7F3. Esto era lo esperado, puesto que C5aR no se expresa en los linfocitos. Los monocitos procedentes de los rato-
nes homocigoticos y heterocigéticos con el gen activado se tifieron parcialmente con 7F3, lo que indica que un pe-
quefio porcentaje de las células expresaba C5aR humano. Ninguno de los monocitos procedentes del raton de tipo
silvestre daba positivo en la tincién a través de 7F3.

En resumen, los ratones que son portadores del gen C5aR humano expresan C5aR humano en la superficie de los
tipos celulares esperados. Esto indica que la célula de ratdon es capaz de expresar y procesar el receptor de C5a
humana.

Ejemplo 6: Los ratones con el gen C5aR humano activado se pueden usar para escrutar compuestos antiin-
flamatorios

Para demostrar la utilidad de los ratones con el gen C5aR humano activado, sometimos ratones homocigéticos
(H5Rf/H5Rf) a un modelo de enfermedad inflamatoria, en concreto al modelo K/BxN de artritis reumatoide.
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Los ratones transgénicos (tg) K/BxN TCR expresan un TCR (receptor de linfocitos T) codificado por el transgén que
es reactivo con un autopéptido procedente de la enzima glicolitica expresada de forma omnipresente, glucosa-6-
fosfato isomerasa (GPI), presentada por la molécula Ag7 de la clase Il del MHC. Estos animales desarrollan es-
pontaneamente una forma muy agresiva de artritis, que comienza a una edad de 3 a 4 semanas. Al igual que en los
seres humanos, la enfermedad es croénica, progresiva y simétrica, y presenta la mayoria (aunque no todos) los as-
pectos clinicos, histologicos e inmunolégicos de la artritis reumatoide (AR) en seres humanos. Los aspectos histolo-
gicos incluyen invasion de leucocitos, sinovitis, formacion de queratitis vascular, y destrucciéon de cartilago y hueso.
El trastorno en muridos, que depende de forma decisiva tanto de los linfocitos T como de los B, es especifico de las
articulaciones pero se inicia, y luego contintia por la autorreactividad de los linfocitos T y luego los B con un antigeno
que se expresa de forma omnipresente, GPI.

Sorprendentemente, una transferencia de suero (o IgGs anti-GPI purificadas por afinidad) procedente de ratones
K/BxN artriticos a animales sanos, provoca artritis en unos dias, incluso cuando los receptores estan exentos de
linfocitos.

Protocolo de transferencia de suero, tratamiento con anticuerpos y puntuacion de la artritis.

Se mezclaron sueros procedentes de ratones K/BxN artriticos de 60 dias de edad y se inyectaron intraperitoneal-
mente (i.p.) (150 ul de volumen total) en ratones homocigoéticos (HS5Rf/H5Rf) de 6 - 9 semanas de edad y en ratones
de tipo silvestre (+/+) cada dia 0 y +2. Se inyectd i. p. en los ratones cada dia -1 y + 3, un anticuerpo estéril (200 ug
de anticuerpo 7F3 - isotipo IgG2a anti-C5aR humano de ratén o 200 ug de anticuerpo de control con isotipo IgG2a)
en PBS.

La artritis se puntud diariamente mediante examen clinico durante 10 - 14 dias. La gravedad de la artritis en cada
pata afectada se clasificé gradualmente del modo siguiente:

0 puntos: sin indicios de inflamacion

1 punto: inflamacion sutil (articulaciones de las falanges metatarsianas, falange individual o edema localizado)
2 puntos: hinchazén facilmente identificada pero localizada en la superficie dorsal o ventral de la pata.

3 puntos: hinchazoén en todos los aspectos de la pata.

La suma de las puntuaciones de las cuatro patas en cada raton se definid6 como la puntuacion clinica (puntuacion
maxima por animal = 12) y representa la gravedad y la progresion global de la enfermedad en un animal.

El grosor de los tobillos se midioé cada dia usando un calibrador. El grosor de cada tobillo trasero se midié dos veces
y se calculd un promedio de las 4 medidas. El grosor de los tobillos se definié como la diferencia en el grosor de los
tobillos desde la medicién del dia 0. Los ratones se pesaron diariamente.

Histologia

El método basico de fijacion, descalcificacion, cortes en parafina y tincion con hematoxilina/eosina de secciones de
articulaciones es como se ha descrito (Kouskoff et al., 1996, supra). Para la inmunohistologia se obtienen cortes
criostaticos no fijados y no descalcificados. Dicho resumidamente, las articulaciones de los tobillos diseccionadas sin
piel se embeben en OCT, se congelan en isopentano en hielo seco y se montan en un soporte de criomicrotomo a -
25°C. Después de recortar el bloque de tejido hasta un nivel deseado, una cinta transparente se fija a la superficie
de la seccion del bloque. Se cortan secciones sagitales (6 u 8 mm de espesor) por debajo de la cinta y el tejido se
transfiere subsiguientemente a un portaobjetos revestido con adhesivo. Los portaobjetos se almacenan a -80°C
hasta su uso, luego se fijan con acetona durante 30 segundos a 1 minuto y se secan al aire durante 30 minutos. Los
nucleos se someten a una contratincion con 50 ng de DAPI (Molecular Probes).

Los ratones homocigéticos para el gen C5aR activado desarrollan una enfermedad inflamatoria.

Para inducir una enfermedad inflamatoria, ratones homocigéticos para el gen C5aR humano activado (en fondo de
C57BL/6) y ratones de tipo silvestre/control (C57BL/6) fueron inyectados con suero de K/BxN. Estudios previos han
determinado la dosis 6ptima de suero requerida y el lapso de tiempo esperado para la inflamaciéon en el modelo
K/BxN de artritis reumatoide. En este experimento todos los ratones fueron inyectados i.p. con 2 lotes de 150 ul de
suero recogido de ratones K/BxN artriticos. Se esperaba que los ratones de tipo silvestre mostraran signos de infla-
macion a los 4 dias de la inyeccion de suero.

Los autores del presente invento también esperaban que los ratones con el gen C5aR humano activado mostraran
signos de inflamacion si se expresaba el gen hC5aR vy la proteina receptora se procesaba correctamente y se aco-
plaba al sistema de sefializacion de la proteina G. En primer lugar, la afinidad de C5a humana hacia el receptor de
Cba en células de ratén y humanas es muy similar (Woodruff et al., 2001, Inflammation, v25, pags.171-177) lo que
sugiere que la afinidad de C5aR de ratén hacia el receptor de C5a humano seria similar a su afinidad hacia C5aR de
ratén. En segundo lugar, estudios con ratones que carecen de C5aR han mostrado que la ausencia de C5aR impide
la inflamacion en el modelo K/BxN (Ji et al., 2002, Immunity, v16, pags.157-168). Por tanto, si el gen C5aR humano
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no se expresaba o el receptor C5aR humano no estaba funcionando correctamente, entonces los ratones homocigoé-
ticos para hC5aR no mostraban signos de inflamacion después de la inyeccion de suero de K/BxN.

En este modelo, los signos clinicos externos de inflamacién son edema y enrojecimiento de las patas, particularmen-
te las patas traseras. Antes y cada dia después de la inyeccion del suero, se pesaron los ratones y se midieron los
grosores de sus tobillos traseros, y se realizé una puntuacion clinica como se ha descrito antes. La Figura 6 muestra
el aumento del grosor de los tobillos y la puntuacion clinica para ratones de tipo silvestre y homocigéticos a los que
se habia inyectado el suero de K/BxN El progreso de la enfermedad en los ratones homocigoéticos para el gen
hC5aR activado era el mismo que en los ratones de control con inflamacién aparente que comenzaba el dia 3 des-
pués de la inyeccion de suero. Esto demuestra que la expresion y el procesamiento del receptor de C5a humana en
los ratones con el gen activado, son normales.

Un examen histolégico del corte transversal de los tobillos de ratones, realizado el dia 13 después de la inyeccion
del suero en este modelo, revela erosion 6sea e infiltracion de leucocitos en la articulacion sinovial. El grado de des-
truccion de tejidos y de acumulacion de leucocitos era similar en los ratones homocigéticos para el gen hC5aR acti-
vado y en los ratones de control (los datos no se muestran).

Ratones homocigéticos para el gen C5aR humano activado se pueden usar para analizar compuestos con propieda-
des antiinflamatorias.

Los ratones con el gen C5aR humano activado se desarrollaron como una herramienta util para escrutar compues-
tos anti-C5aR humano con actividad antiinflamatoria. Para analizar la utilidad de los ratones se administré tanto a los
ratones homocigéticos para hC5aR como a los de tipo silvestre (control) un anticuerpo especifico para C5aR huma-
no (que no se une a C5aR de raton) o un anticuerpo de control (con el mismo isotipo pero con una especificidad
irrelevante) en el modelo K/BxN y se determiné el efecto del anticuerpo sobre el progreso de la enfermedad inflama-
toria. El anticuerpo se inyecto i.p. dos veces (200 ug por dosis), un dia antes y un dia después de la primera inyec-
cion de suero de K/BxN. Los ratones se controlaron como se ha descrito anteriormente.

La Figura 7 muestra el progreso clinico de la enfermedad y el engrosamiento de los tobillos en ratones durante el
curso del experimento. Los ratones homocigoéticos para hC5aR activado, inyectados con anticuerpo de control desa-
rrollaron hinchazon y otros signos de inflamacién. En contraste, los ratones con el gen hC5aR activado inyectados
con el anticuerpo 7F3 anti-C5aR humano no desarrollaron signos clinicos de inflamacion. Los ratones de control (de
tipo silvestre) tratados con 7F3, desarrollaron inflamacién como se pone de manifiesto por el aumento del grosor de
sus tobillos - como era de esperar, puesto que 7F3 se une especificamente a C5aR humano y no se une a C5aR de
raton.

Ademas, el analisis histologico reveld que los ratones inyectados con el anticuerpo anti-C5aR humano no presenta-
ban lesion en los tejidos - la estructura de la articulacion sinovial parecia normal, sin signos de erosion dsea ni exce-
siva infiltracién de leucocitos - cuando se compararon con los tobillos de ratones inyectados con el anticuerpo de
control (datos no mostrados).

Estos datos muestran claramente que los ratones con el gen C5aR humano activado son utiles para analizar com-
puestos en busca de actividad antiinflamatoria en modelos de enfermedad inflamatoria.

La siguiente seccion de la descripcion consiste en parrafos numerados que proporcionan simplemente observacio-
nes de la invencidon que ya se han descrito en este documento. Los parrafos numerados en esta seccidon no son
reivindicaciones. Las reivindicaciones se exponen a continuacioén, en la seccién posterior titulada "reivindicaciones".

1. Un mamifero transgénico no humano que comprende un polinucleétido que codifica un C5aR humano o un
C5aR humanizado.

2. Un mamifero transgénico no humano de acuerdo con 1, en el que el polinucleétido codifica C5aR humano
que comprende una secuencia tal y como se muestra en SEQ ID NO: 3, o una variante alélica de la misma.

3. Un mamifero transgénico no humano de acuerdo con 1, en el que el polinucleétido comprende una secuen-
cia tal y como se muestra en SEQ ID NO: 2, o una variante alélica de la misma.

4. Un mamifero transgénico no humano de acuerdo con 1, en el que el polinucleétido codifica C5aR humaniza-
do.

5. Un mamifero transgénico no humano de acuerdo con 4, en el que el C5aR humanizado comprende una se-
cuencia de C5aR endodgena en el mamifero no humano, en donde al menos un dominio extracelular o intracelu-
lar se sustituye con el dominio C5aR humano correspondiente.

6. Un mamifero transgénico no humano de acuerdo con 4, en el que el C5aR humanizado comprende uno o
varios dominios intracelulares de la secuencia de C5aR endégena en el mamifero no humano y uno o varios
dominios extracelulares de C5aR humano.

7. Un mamifero transgénico no humano de acuerdo con una cualquiera de 1 a 6, en donde el mamifero trans-
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génico tiene células somaticas y de la linea germinal que contienen, en una forma integrada de forma estable,
un polinucleétido que codifica C5aR humano o humanizado.

8. Un mamifero transgénico no humano de acuerdo con una cualquiera de 1 a 7, en donde el mamifero trans-
génico es homocigoético para C5aR humano o humanizado.

9. Un mamifero transgénico no humano de acuerdo con una cualquiera de 1 a 8, en donde la expresion de
C5aR enddgeno en el mamifero transgénico es indetectable o insignificante.

10. Un mamifero transgénico no humano de acuerdo con 9, en el que la secuencia que codifica C5aR endoge-
no o un fragmento del mismo se ha sustituido por una secuencia correspondiente que codifica C5aR humano o
un fragmento de la misma por medio de recombinacion homologa dirigida.

11. Un mamifero transgénico no humano de acuerdo con una cualquiera de 1 a 7, en donde el mamifero trans-
génico no humano se selecciona a partir del grupo que consiste en una vaca, cerdo, cabra, oveja, camello, ca-
ballo, gato, perro, mono, babuino, conejo, cobaya, rata, hamster y ratén.

12. Un mamifero transgénico no humano de acuerdo con una cualquiera de 1 a 11, en donde el mamifero
transgénico no humano es un roedor.

13. Un mamifero transgénico no humano de acuerdo con una cualquiera de 1 a 12, en donde el mamifero
transgénico no humano es un raton.

14. Una o unas células aisladas, una linea celular, un tejido o un érgano obtenidos a partir del mamifero trans-
génico no humano de acuerdo con una cualquiera de 1 a 13, comprendiendo la célula aislada, la linea celular,
el tejido o el érgano un polinucledtido que codifica un C5aR humano o un C5aR humanizado.

15. Un método para producir un mamifero transgénico no humano para someter a ensayo compuestos para es-
tudiar un efecto sobre un fenotipo asociado con la sefializaciéon de C5aR, comprendiendo el método introducir
en el genoma de un mamifero no humano una estructura artificial de polinucleétido que codifica C5aR humano,
C5aR humanizado o un fragmento de C5aR humano, para producir un mamifero transgénico no humano.

16. Un método de acuerdo con 15, en el que la estructura artificial de polinucleétido codifica C5aR humano.

17. Un método de acuerdo con 16, en el que la estructura artificial de polinucleétido codifica un polipéptido que
comprende una secuencia tal y como se muestra en SEQ ID NO: 3, o una variante alélica de la misma.

18. Un método de acuerdo con 16, en el que la estructura artificial de polinucleétido comprende una secuencia
tal y como se muestra en SEQ ID NO: 2, o una variante alélica de la misma.

19. Un método de acuerdo con 15, en el que la estructura artificial de polinucleétido codifica C5aR humanizado.

20. Un método de acuerdo con 15, en el que la estructura artificial de polinucleétido codifica un fragmento de
C5aR humano.

21. Un método de acuerdo con 20, en donde el fragmento incluye al menos un dominio de C5aR humano o una
parte del mismo.

22. Un método de acuerdo con 21, en donde el fragmento comprende al menos un dominio extracelular de
C5aR humano.

23. Un método de acuerdo con una cualquiera de 15 a 22, en el que la estructura artificial de polinucleétido
comprende adicionalmente un marcador seleccionable.

24. Un método de acuerdo con cualquiera de 23, en el que el marcador seleccionable es el gen PGK-neo.
25. Un método de acuerdo con 23 o 24, en el que el marcador seleccionable esta flanqueado por sitios loxP.

26. Un método de acuerdo con una cualquiera de 15 a 20, en donde el método comprende ademas la interrup-
cion del C5aR endogeno del mamifero no humano.

27. Un método de acuerdo con una cualquiera de 15 a 26, en donde el método comprende sustituir la secuen-
cia que codifica C5aR enddgeno o un fragmento de la misma por una secuencia correspondiente que codifica
C5aR humano o un fragmento de la misma por medio de recombinacion homaéloga dirigida.

28. Un método para evaluar al menos un efecto farmacocinético y/o farmacodinamico de un compuesto candi-
dato, comprendiendo el método administrar un compuesto candidato a un mamifero transgénico de acuerdo
con una cualquiera de 1 a 13, o tejido aislado o células obtenidas a partir del mismo, y examinar al menos un
efecto farmacocinético y/o farmacodinamico del compuesto candidato en el mamifero transgénico.
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29. Un método de acuerdo con 28, en el que el al menos un efecto farmacocinético examinado es un parametro
de absorcién, un parametro de distribucion, un parametro de metabolismo o un parametro de excrecion.

30. Un método de acuerdo con 28 o 29, en el que el al menos un efecto farmacocinético examinado es volu-
men de distribucién, aclaramiento total, unién a proteinas, union tisular, aclaramiento metabdlico, aclaramiento
renal, aclaramiento hepatico, aclaramiento biliar, absorcién intestinal, biodisponibilidad, biodisponibilidad relati-
va, aclaramiento intrinseco, tiempo medio de permanencia, tasa maxima de metabolismo, constante de Mi-
chaelis-Menten, coeficientes de reparto entre tejidos y sangre o plasma, fraccion excretada inalterada en orina,
fraccion de farmaco convertido sistémicamente en metabolitos, constante de la tasa de eliminacion, semivida o
aclaramiento de secrecion.

31. Un método de acuerdo con 28, en el que el al menos un efecto farmacodinamico es la modulacion de un
fenotipo asociado con la sefalizacién de C5aR.

32. Un método de acuerdo con 31, comprendiendo el método (i) administrar un compuesto candidato a un
mamifero transgénico de acuerdo con una cualquiera de 1 a 13 o un tejido aislado o células obtenidas a partir
del mismo en condiciones en las que se expresa al menos un fenotipo asociado con la sefalizacion de C5aR; y
(ii) realizar un seguimiento de la evolucién de el al menos un fenotipo después de la administracién del com-
puesto.

33. Un método de acuerdo con 32, en donde el método comprende ademas (iii) comparar la extension del feno-
tipo en el mamifero transgénico o en células obtenidas a partir del mismo, al que se administré el compuesto en
relacion con un mamifero de control o células obtenidas a partir del mismo, en donde cualquier diferencia en la
naturaleza o la extension del fenotipo cuando se compara con el mamifero de control, indica el potencial del
compuesto para modular la actividad de C5aR.

34. Un método de acuerdo con 31, comprendiendo el método (i) administrar un compuesto candidato a un
mamifero transgénico de la presente invencion o un tejido aislado o células obtenidas a partir del mismo en
condiciones en las que se expresa al menos un fenotipo asociado con la sefalizacion de C5aR; (ii) realizar un
seguimiento de la evolucion de el al menos un fenotipo después de la administracion del compuesto; y opcio-
nalmente (iii) comparar la extension del fenotipo en el mamifero transgénico al que se administré el compuesto
en relacién con un mamifero de control, en donde cualquier reduccién o inhibiciéon de la naturaleza o la exten-
sion del fenotipo cuando se compara con el mamifero de control, indica el potencial del compuesto para inhibir
o reducir la actividad de C5aR.

35. Un método de acuerdo con 31, comprendiendo el método (i) administrar un compuesto candidato a un
mamifero transgénico de la presente invencion o un tejido aislado o células obtenidas a partir del mismo en
condiciones en las que se expresa al menos un fenotipo asociado con la sefalizacién de C5aR,; (ii) realizar un
seguimiento de la evolucién del fenotipo después de la administracion del compuesto; y opcionalmente (iii)
comparar la extension del fenotipo en el mamifero transgénico al que se ha administrado el compuesto en rela-
cion con un mamifero de control, en donde cualquier mejora en la naturaleza o la extension del fenotipo cuando
se compara con el mamifero de control, indica el potencial del compuesto para favorecer o potenciar la activi-
dad de C5aR.

36. Un método de acuerdo con una cualquiera de 31 a 35, en donde el fenotipo es una afeccién que se agrava
mediante la sefializacion de C5aR.

37. Un método de acuerdo con 36, en el que el fenotipo es un trastorno complejo inmune, una enfermedad in-
flamatoria o alérgica, un rechazo de injerto o cancer.

38. Un método de acuerdo con una cualquiera de 31 a 35, en donde el fenotipo es una afeccién que se alivia o
se reduce mediante un aumento de la sefalizacion de C5aR.

39. Un método de acuerdo con 38, en donde el fenotipo es inmunosupresion.

40. Un método de acuerdo con una cualquiera de 28 a 39, en donde el compuesto se selecciona a partir del
grupo que consiste en: un péptido, incluyendo un péptido obtenido a partir de C5aR o C5a u otro péptido que
no es C5aR y es capaz de inhibir, reducir o reprimir una funcién de C5aR, un mutante dominante negativo de
C5aR; un inhibidor no peptidico de C5aR; un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo que se une a C5aR e in-
hibe una funcién de C5aR; una molécula organica pequefia, un acido nucleico que codifica dicho péptido obte-
nido a partir de C5aR o C5a u otro inhibidor peptidico que no es C5aR, un acido nucleico antisentido dirigido
contra el ARNm que codifica C5aR, una ribozima anti-C5aR y un ARN pequefio de interferencia (ARNi) que se
dirige a la expresion del gen C5aR.

41. Un método de acuerdo con 40, en el que el acido nucleico codifica un péptido obtenido a partir de C5aR o
un inhibidor peptidico que no es C5aR, un acido nucleico antisentido dirigido contra el ARNm que codifica
C5aR, una ribozima anti-C5aR o un ARN pequefio de interferencia (ARNi ) que se dirige a la expresion del gen
CbaR.
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tttaoagacag

aaattggtce
aatagaatta
agcacaggtt
tﬁttgtatat
gggggtcace
gagccactge
aggaggatgg
agcactacat

gcaagtgttt

gtectgttet

ttectatgea
caggcatgta
ctecaacctgt
ctgatattta
acaatatgtg
tacaaaggat
ctttgaactt
caggttttat
aaccaaccaa

gcageccagyg
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ggtggectygg
taattgtgee
gggtectgac
cattacagtt
gaaccaactg
ctecacaaage
attotectge
geggtgetygyg
gececatgatee

gtgatcctec

aatttttaat
taacctygage
cectgggggg
atgaagtaac
ttttecagggt
ctéctctgga
cteageegee
gaatggtatc
cageatgett

tgococagte

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600



tectgagtge
accttggéca
gagctgtggt
agaggtaggce
agtgaagaag
ccaagttgac
aagcaccggt
ggagacaaga
acageetggyg
agccaggaca
ccttteceat
atgggaacca
ccctggagte
gtaatctgag
ttaggctaét
gagatcaggt
cetegtacag
acctgggeta
caaactagca
tttgaggega
aacaaaaact
tgggattgta
tetaaaacta
gaggcagaat
tctaaggaag
aaaagttaga
ccatgacqct
agaccagegy
aagaggaaac
cccatccaat’

ttectttcta

tageoattgag
tcltettcage
caktatttet
tcctecteag
tcctggaaat
atetetcececee
ggagggagcce
cagteattte
tgacagggac
tggtgagtgg
cctgagetea
cggcggecte
agctctccte
cectcaagag
gtgagctaca
gtgagagtge
ctgggtggga
cactacatga
aaggtggtyy
gectaggcaa
casacagtgt
gctcactgce
ccaagcagaqg
cgggaggttc
gtcaatgttg
ggaageceay
ctaggecaggt
cgacttggec
ggaaaactty
cctgtatetyg

cacaacgttt
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ttaacacatc
cctetgtgtg
gtcatgtaga
attggggaac
tgecttttee
tggetggttg
tcagctagga
ctctecagttg
cttcaggeat
attcetetee
cactetgaga
accaagatgt
actgaagagt
geceggggcay
ctatgagata
tetgtgggay
gtgattggaa
gaccctacét
ctcaaaccty
ctbtgtbgay
gaataaagga
tagectgagt
actgyggtgcet
tctgtéagtt
agagtcttga
atgggageoac
acotctecat
ccactgtaac
atgacaggga
ccocgagcaa

ctgaagacga

tcectaacce
ctttottget
sacoccagaa
gaggcecagga
cettetggag
gtactgggtyg
tggtcagtga
cctgeatete
ccgtogetgg
ctgtctgact
tgggatgtgg
aggctcaaga
tetagaagtt
gatgctgecag
ctgtgttcag
agctggaagc
attcaatctt
cagaaaagca
ctatecectgge
actitgtete
aggaagaatg
gtggcccagg
gtgacgcacsa
cgaggeecagce
cagccagttt
tgatggcetg
goctgggace
agaggatacg
gggtacacge
ttgggettte

agtcacttta
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ccttaagaga
ataaaagccea
actecaaaac
aaagcagcetyg
ccagagactt
gtgctgaggg
gktgaccaatg
ttcttgaggg
ttaccacaga
ttectttgeee
ccaacggact
aggttettca
gggcatgtte
tcaaggctac
agacaaatgg
catgggtcea
acatagtaat
agaacaaaaa
tcectagoagy
aaagactaaa
aaacaattge
gtteegtete
ccttttaateo
ctggtaaaca
gaaagaacgc
ggtccttety
tgacgttgag
gtettgette
tttctteate
cagaacaggqg

ttgaccaccc

aaacgocaaqy
ccaggotggg
ttecttcaga
cgtccoecaaa
cc£tcétttt
tgtactgggt
aqcécétcca
tttaaaagge
acccaggayy
atttctaget
aagygggattt
ggacaggaga
atttacactt
atagtgactt
gcfggaggta
atgaccagea
tttgaggtta
aataatitta
aggtttgaga
agcaaaacaa
agaaacctgt
ctécgptgag
cegecactcay
tgtaaagaaqg
ccéttéccag

tggttaatgg

gcétggtgct

atccacacaa
cttottetgt
tgggttettt

gaackgtaga

660

720

780

840

900

9260
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
144¢
1500
1550
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2480



gtecetgatt
ttttaaatac
tataagtaca
atggttgtga
cgggtgetct
ttttttttaa
agaagagggce
tgaactcggg
ccgtgactgg
ggggattcta
ctaggcagyy
ggggctctac
tggtctaaat
ccgtggetag
ttcaagatag
.ctggcttcaa
gtgccatecac
ctgagtgctt
ctatcaataa
gacatatact

ctaottgggat

acctagaged,

agggttgecat
ccfgtaatcc
gktaaacttat
tatttattac
tetocttacy
agaagagcag
gttatttﬁga
aggatagoctt

cacacatata

tgggetgggg
tggaataggc
ctgtagctat
getaccatgt
tacccactga
agatttactt
atcagaccca
acctttggaa
attcttagge
ggcagggget
gctcetaccac
aacatttcag
cacatgatta
cccctaaaca
gatttctetg
actcacagat

tgectagett

attgtatgct

aggagctgta
atcccaatgg
teggececac
ccacttttta
gtgttaaatg
cagcactcag
ggaccagget
atgtaagtac
aatggttgtg
tcaggtgttc
aataggttet
tgacttcocta

tgttcatttt

ES 2 587344 T3

cgtgactgag
tgtcagtatc
cttcagacac
ggttgctggy
gceaactecac
attttatata
attacagatyg
gagcagteay
cagtagtcta
ctaccactga
tgageccacygc
tectitgatet
tccteagget
taatttttet
tgtagecttg
cctectgect
tgaatéaata
agtcctettg
gaatatceat
cattcecacyge
ccctgetett
agatetygtag
aagaaaagag
gagaaagagg
aattatttta
actgtagetyg
agccaccatyg
ttacacgctyg
catgtagata
tceteotget

atatattata

ttttttgttt
tttbtttett
teocagaagat
atttgaacte
cagecetttt
tgtgagtagt
gttattagce
agctctaaac
tggctaagot
gccacactee
cgreageccc
tttaagacag
ccetggtact
tttgaatgaa
gctgecctgy
ctacﬁtcctg
ctttttttta
ctaagcactt
gtatttcaag
attaggcoggt
gctgataggt
agtgggtqtg
cagttgaaag
ccctgtetea
ttttgttttt
tcticagaca
tggttgctgg
agecategea
aggctgaacc
ceacctetgyg

ttgtataata
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titgtttgtt
tttaagattt
ggcatcagat
cagacctteg
ttttttettt
attgtectctt
accatgtggt
cgetgaacca
atgcccctca
cagecectea
tcactggggy
gatgtcacta
gggatcacag
taattttttt
aacttgetet
agtgctggga
atattgtgaa
tagatttact
ggcaacacag
ataacctttt
tttgggagye
geecatagtag
éccctcacaé
aaagaaaata
ttaaaaaaga
ctecagaaga
gatttgaact
ccagcecccag
tagaactcac
tetectetcte

gtttatagte

tgtttgttty
atttattata
cttgttacag
gaégagcagt
cttttetttt
cagagacace
tgctgggaat
tetctgecage
cccctdactg
ctgggggatt
attectaggea
tgtagcccaa
gcatatacca
cttttggtit
ataaaccage
ttaaaggcat
taggeattta
acatagcaaa
ccﬁttgaaca
aaagagaagg
tttetaacta
cageccaaty
gtggeccata
caaaaagecat
tttatttatt
gggagtcaga
aaggaccttc
gctaattatt
tatgtagecea
tegatatata

ttctttttit

2520
2580
2649
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320



cttttttttit
ctégaactca
cecgagtget
gcaactattt
cgcttttéag
ttttoggage
atgtecctatg
tagtettttt
gagtccacag
aaattatgta
acaggagaaa
tatgtaagta
ggatggttgt
tecagtgetet
gtececagtee
acacgtgaat
atatacattg
aaagaccttt
ctttgttgee
attatcatct
atcagcatct
gaagcaagaa
tcagaagtct
cecaccctgte
ccagaattaa
taaczagtag
gggtetgtct
gtagceetgg
tgtcectecee
ttgaaatatt

ttttgttgte

tttttttteg
ctetgtagac
gggattaaag
ttatatcatt
tetgtetgte
tggagttteca
cggaagctga
tttectcaatt
acatggacac
tgcatataat
gtgetetete
cactgtaget
gagecaccaa
tacctgctga
cttcettaga
ggacacacac
tgcattgtcé
ctgtatcatt
tagagéctat
cctectetge
ttttetetge
aggagaaggt
gagtcattgé
tggggectty
tectcaagtg
aaagatacag
gtctgtetgt
etgtecctaga
tgccaccegt
tttaaattat

gttgttattt
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ggttttcaag
caggctggece
gegtgtgeea
tatttatityg
acacgcgtge
ggcagttgtg
cagtgcetctt
gtttttctee
tgtgtatacyg
atgttgcata
tetetetete
gtcttcagte
gtggbtgetg
gcecattetee
ggcagccact
acattcatgc
actgctattt
tcattaacaa
tactaagtia
ctentgtate
ctcatgaagt
cagceggeaa
agtaaggatg
agaataccea
accfgagcat
aactgagggt
ctgtetgtet
acteactcta
getgggatty
agaaaagtgt

attattactg

acagggttte
tegaacteag
ccacgecegyg
tcttacaaga
agatgcecte
agatcceett
cattgctgaa
ttaaaaaata
gagggacaat
tattgtatte
tetcketett
actccagaag
ggatttgaac
agcccaggag
actgtcagta
acatgttygty
cctattttaa
ctaccttatt
ctecagkecect
tggaageceecc
cacgaaaagg
ggatgagaga
gkgagatectg
gagggeaggce
gggaccetgyg
gagccagagt
cktctctaget
taaacecegge
aaggtgtgca
gaggctagkea

agatggggte
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tctgtgtage
aaatccgecet
ctatagttcea
tttgttttta
agaggacaga
gggtgctgag
ccatetetee
ttttgacctt
gacatcttcet
cacatcecaag
aaagatttat
agggcatcag
tcaggacttit
aaaactctet
tgtgaggceta
catccttect
acaaagtttc
cttttaaaaa
tttggteagt
aggaaaccac
acagggtgag
tggggttaga
cagatgcoag
tgtgaggttt
ggatgtgggg
gaaatgagtg
ttetttttgt
tgacctcaaa
tcacatcacc
caagaagttt

tcgetatgta

cctggetgte

geetetgeoct

tattctttaa
attgtgtgta
aggtgttgga
aagtgaacac
acttecttet
atgattagtt
ataatagtte
aaccatataa
ttatttgtta
atetcattat
ccaagagegg
taattcccga
gtﬁtgéatgt
tctacaggta
cctagétatc
ctgcatagtyg
tcaaaatatc
agagtttacg
atcatgtcag
gaggecegty
gagaagcatt
cetataggge
atgcccagag
gckbgggtoct
ttttetetgh
ctecagagate
acccteocotge
atttatctte

gctcaggetg

4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4890
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
54690
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060

-6120

6180



acactcaatyg
cctecagtgtt
tceceacatg
tatgtatcta
tttttctate
tetetageta
ttgaacccee
ttatttbttt
cacaccagaa
gggatttgaa
caccagcect
gggttacagg
catacatgat
ttctatcacce
cacccaacca
cceacecgag
aatctactte
atgtgtctgt
tgtcagattc
caggagcagc
ctotetetet
tteetteece
ttttttttea
atacccacce
gtactgggygc
aégccatctt
tattgtigtt
tecctocattyg
tttgtitgtt
ctggagacca

gggattaaag

taatygcatayg
ggcattacag
cagtetatgg
tgtttctgtt
tgtcaatata
tteatcatect
aacctagctg
taaagattta
gagggegtca
ctetggacet
gaggatagcet
tgcactaccy
aaatgagcac
tatgtcceat
ttcacccatt
tctteccagt
taattcttat
tgagtgtata
tgecattgga
aactgctett
cnccteteote
cetecettee
attaggtatt
cececaataee
atataaagtt
ttgatacat;
ccacctatag
ggggeegtgt
tttttgagace
ggctggecte

gecatgctcta
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ceccaggetgg
gegageatta
tgtatatatyg
tetataaaca
getatcaatt
acccaggeat
aggatagctc
tttatttatt
gatctegtta
teggaagage
cttaactott
tgtecagtct
tctacaagat
ccgttgatet
cattettagt
ccetgagatga
ttctgttttt
tatgtgcacce
gttctaaaca
aactggtgac
teteteccte
ttectteott
tteetecattt
ctaaccacce
tgcaagtcea
tgcagctaga
ggttgcagtt
gatccateca
agggttteat
gaacacacag

ccaccacctg

tetggggcygce
ccataaatte
tttacceaty
tatcagttta
atgctecate
tttctattet
ttttetbttt
acatgtéagt
cagatggtty
agtegggtae
gatecttcttyg
atgtagcact
gagetatgtt
ataaatcttt
aaccaaggoet
tacaagtgea
aaaaagaaaa
aaétgcctac
gttgcgaget
ccatetette
ecteectece
cattecttee
acattttecaa
actececectt
atgggeectet
gacaagagct
cecctttaget
atagotgact
cgtgtageec
ggatctacct

gctagitctt
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cacatettee
ttgtgtttce
tatatactta
gctgeatate
cattgtttet
tctattagtt
ttttataatyg
acactgtage
tgagccacca
tektacceac
cctcecaccac
ggggatggaa
cckaacccat
ttatteatet
ggtcttgaac
catcaccata
gttatctgtt
aggagcctge
gtcacaactc
taatttetct
tetettectt
ttttgétttt
tgctateeea
tttggeectyg
ttttgcagiy
ccagggtact
cecttgagtaa
gtgatcatee
tggctgteet
acctctgeet

atttcttatkt

tgttcagect
tcoeccaagag
tasatctttyg
gacatatctg
ctaccattca
tagecetggtce
gtactgaagt
tgtetteaga
tgtggttget
tgagcéatct
atagattcag
cccaagggtt
ctgecctgtet
ttecaceceace
tcttgétttt
ccegtgteaa
ttatgtatat
aaagatcagt
tggtecteta
ctctcéctct
cettecteeo
tgtttgttty
aaggtceeceo
gegtteecct
atggcégact
ggttagttca
ttﬁctctagc
acttotygtgt
ggaactcact
cccaagtget

ttgocttttg

6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
1560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040



ctggccecaa
aatgggtgge
agagaaattt
aagccagtat
gectatacta
tttaaagatt
cagatggttg
atccagtgcet
tttgtttﬁtt
tcctagaact
gecteccaaa
ttttaatcaa
gatcactgtg
teoaccatttc
tggtttectg
tgtcaggatt
agttctcaat
attttatggce
aggttgagaa
geceaatatg
ctteactygce
cbtttgggttt
gaggecayggyy
ggtatagagt
aataataata
attattatta
aagctgaget
gagctggaga
ccaagcacct
cttctagect

tetcetetete

atactttgec
ttgctagact
dgtaaaggaac
ccaaaggaca
aaatgtcgaa
tatttattta
tgagccacca
cttaacctet
tgttttttta
cactatgcece
tgctgggatt
agagaaaaat
catctgagga
tagtttaatg
taaggcaggce
gtagceatga
ctgttgteag
tgggggtcac
ggaaacctea
tttatacace
aacaatgagy
tagtccaaat
gatcagtagt
ggattctgtce
ataatéataa
Ltattattat
tgaactcagy
gtgtagctca
atgtagagta
cceagggeac

tctcteteotc
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tccactteca
gteaaggaga
ctgtatgece
gectateete
ctattittte
ttttatgtat
tgtgattgoet
gagccatctc
sagacagtat
aacacactga
aaacatgtgt
gtataaaact
tgagtetgtt
ttgtgetggg
gatcattgaa
gccgecatge
agagtagcaa
cacaacatga
aacccacaga
atggtcacat
tgtttcaaaa
tcagggcata
ttatcatett
asaaaactaa
taataataat
tattatttgt
acaatcctea
ggagctcaac
tgctcacaac
ccteectetet

nccceccata

attgtaagtc
taatgaagga
cataggtctg
agetgggggt
tettteotete
atgagtacac
ggaatttaaa
tcageeoetet
ctecattgtet
ccteaaatac
accaccacta
ttttettaag
goctctgtet
tttggagtet
tgctteecea
ccqctttaat
gettacagte
ggaactgtgt
tatcggtcac
ttccageocca
ttagatgtea
cacatctata
gagctacata
atgacaaaga
aataataata
gtgtgtgtgt
tacactgttt
agtacctgece
cégatqtaat
ctctetctet

cagtaccaat
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ccaaaactta
agaaagggag
gatcacaggg
ggagtctttg
tctctettte
tagggcatta
ctocaggaccet
ggtttttigt
ttgttageay
atgettatcee
cckggecatcet
tagcccagac
cccagattet
gtggcttcat
ccctgectec
ataagatcat
aggaagtage
taaaggtetc
agttctcaaa
cegaggacac
ttgtcctgte
attctagecac
gtgagttttyg
agtaacaaca
atattattat
agtgtetgga
tgagetettt
agagtgacag
teccaaagtgt

ctectectete

ggtaagatgy

gggttitggaa
gectecagageo
gataactcca
ccfgcttccc
tatttittet
gatetcatta
ctaggagage

tttgttttgt

ctetgtectyg -

acctggetet
ctgteccateca
tggtaatgag
ggggtgggag
gcﬁttgagac
tgttactgaa
ttéaagcagt
aacaaaagtc
ageccttecgga
ggaccacatt
caggataaag
tttataccaa
acaggaggta
ggactagect
acaacaacaa
tattattatt
cacatéggtc
atatcactgg
gagttcagtt
tcaatgeect
tetetetete

tttagcaggt

8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540

" 9600

9660
9720
9780
9840
9900



aatcgececaa
gaacgcagtg
tacatacata
aattaazata
cagaggcagt
ctttttttct
tetteagaca
tggttgetgg
agccatcteca
gattaaagee
atggaccacc
taatttaaca
tteageatce
aatgtgtcta
agcagetttg
ggeattcace
gtgttectgy
agacggygecy
ttggcactgce
atcgectgta
ctggctacca
gtcegeggga
ctcaccatte
gtatgtggta
cggetgatgy
ctgotecgga
getgtggtcea
gegtggetge
gbtgtecctgyg
ggttteccaty

gattcagtgg

gectggagac
cacaaagtta
catgecataca
ataccteatt
tggéactctg
tttttkttta
ctccagaaga
gatttaaact
ccagceecga
caggtctgga
atgatttcag
gagaacctgt
cttggtagag
ccaactcaca
aaatcaacta
tcecgaageyg
tgggagtacc
tcaacgecat
ctgtectgtt
tagtectgee
ttagtgccga
ctggectgge
catecettegt
ttaactatgg
tgggttttgt
cetggagteyg
tckgtttett
cceegteete
cctacatcaa

gacgactcct

gecagggatag
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ctgagttcta
tceectgget
tacatacata
ggtcagtcac
taagagtgga
aagatttatt
gggagtcaga
cctgaccttic
gattttttet
gagcecatgeco
tttatcetgg
ctcaaaataa
ttgagactca
caatctacct
tgatcactat
gcaacctgyg
tgggaatgece
ctggtttctg
cacgacegtt
ctegeteate
cegtttectyg
atggatggec
gtaceggygay
tgggggtage
gttgcetetg
caaggccacg
tatcttctgy
goccaccttyg
ctgctgtgtt
aaggtctete

caagacttte

tettaggace
ttcacatgtg
catacataca
tgcaccectt
gecagectgg
catttattat
tcpcgttacg
ggaagagcayg
catcacctece
tgtagtcetea
gettecagagt
aatctacaaa
gaaagacggy
gtttgatttg
ggaaccatgy
gatgttgcag
ctggtggtgt
aatctggégg
ttaaatcata
ctgctcaaca
ctggtgttea
tgtggagtag
geatataagg
ttcecceaaag
ctecactctaa
cgecbeccacea
cbgcoctate
aagagggtgy
aaccctatea
cecageatea

actccgtoca
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cacataaagg
tgttatggca
tacatacata
taatcceage
tctacagagth
acgtaagtac
gatggttotyg
teggttocte
ctaccccaat
gcattgggea
gagtttaaga
ctatactagt
caaktgcctce
cttaqgacce
atectaacat
cecttatcat
gggtgacagc
tggccgacct
actactggta
tgtacgcecag
agcecatoetyg
cetgggtett
acttctacte
agaaggetgt
acatctgcta
agacgctcaa
aggtgaceyy
agaagctgaa
tctacgtaat
tacgaaacge

cgacggacac

tltaagggaga
tgeacatgea
gacagtgaca
acfcaéaagc
gagacttttt
actgtagctyg
agecaccatg
ttacceactyg
ccatatactt
gctqaagtag
ccagtctagg
tttataggtg
atccectygg
cafagataac
acctgeggat
ctactegatg
cttecgaggee
cctotegtge
ctttgatgcé
tatcctgctg
gtgtcagaag
agcattgete
agagcacact
ggecateety
caccttcectce
agtggﬁgatg
ggtgatgata
ctecetgtge
ggetggecag
tetetetgag

ctcaaccogg

9960
10020
10080
i0140
10200
10260
10320
103890
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10920
10980
11040
11100
11160
11220
11280
11340
11400
11460
11520
11580
11640
11709

11760



aagagtcagg
cctaccccc£
catgtittaat
atgaaggetg
cteggetttt
ctaggcagat
cetggectte
cctecetttt
atggatatat
cectttattte
agtctggcet
ctgtgctglt
tttaatggaa

aattttittt

tatttatttt

ggtcagagga
atcgaaccea
gecagaggtg
gtatgtgttg
atggttttga
aaacctatat
tagettacee
tggagtttag
acatatcaca
aacctcactyg
ttttgagaca
getggectag
catgagccac
tttaatcaat
tagccttaayg

tgtcteccte

cggtgtagag
cetettbette
tttetgecaat
agattataaa
tttctaagge
acacctaatg

ttettectet

tttttttatg

cacataagca
ttttetatgt
tgaacteccag
gtgtcegace
cccaacatat
ttttaaaaag
gtggggggty
caacctgttg
ggtcatcata
tectgtetta
gctagaaaat
atttccltggt
cccagcatgt
agggagactg
ctctgctagg
gacccagect
aatttttaca
ggatctcttt
aactcacaga
cacatccagc
tagttagtta
ctggttttac

ttgtggettt
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gagaagecac
ctcctectge
toctctaagtt
tataaattce
tttttttttt
atgacctcoea
cttectette
gttetggtet
agcetacagec
ttgatttttt
atcctectgt
tatcctkttat
ccaagettty
gtacagaaat
agggggtggt
aaattggttc
cttggecagea
taatgcgtte
atgtacagat
caaattaaaa
gggaggttca
toteatgaga
ccctctette
acctgtgtte
ggctceccatge
acatageccct
gatgggcety
tttattctat
attaattaat
agctgaggtyg
tcteattate

aactggeecta
ctetectect
gctctgacta
tttgatgaaa
tttecttgget
ggggtiggat
tttttecete
gaacccaggt
ccaaacceea
ttttttktga
gaccatctceo
ttctacaatt
taaaaacaac
gtgttgttta
gctgggcaaa
tctcattgea
aacacctita
tttcagctta
caacaccaga
atgtgaaaga
ggggoecagaa
tecaaataaa
ttececagtgyg
tgectattcac
cttggcattt
agctgtectyg

ccteccatctce

gttttgtatg‘

atatgagatg
ggattatagg

ggtcacatct

39

gotgeteett
teecttectte
gcottgagee
agcatcacat
acgttgececa
aacagagaac
ctectectte
ctcaatggaa
ggcaaccagt
gacaaggtet
caagtgtcegt
ttgtgtttte
tatgcatgge
actttttaaa
tgtcatggta
accatgaagg
cctgetgagt
atgaatgtgt
agtatcatge
agacctgggt
ttgagtttta
cagtatatga
atatgtgace
actttctata
attatttatg
gaactcacta
ctgagtgcta
gecctetatga
ggatctcatg
tagtcctcct-

gtattgecac

tteecageecet
cttctetttyg
caggatecte
taégatagta
cctgecagtgg
aagagaattt
ttctectect

cccagggett

atccacccac’

catgtagggt

gactgtagac:

aggaakggta
ttacttgata
agcacgtatt
tatgtgtgga
tcétcétgqa
cacatcactg
gtgcatgagt
aagecatggga
gtggtggege
gaacccageo
tggaaaacac
actggttgte
tgatgacact
tatttattta
tgfgaaccag
ggattaaaga
gtttgaaaca
tagececeagge
gactcccagt

agctgagett

11820
11880
11940
12000
12060
12120
12180
12240
12300
12360
12420
12480
12540
12600
;2660
12720
12780
12840
12900
12960
13020
13080
13140
13200
13260
13320
13380
13440
13500
13560
13620



ctecacccact
ttecaggaaa
gacccageoce
cceceeeccyc
tecaaggace
cccetgtgac
cgattgaget
tgectgtaatg
gggttagaea
caacctetgy
tcataactag
gacactgeag
gaactactgt
ttgtaatgge
cccatacata
cagtaggtag
aaaatctcea
cagatgcagg
caagtgagac
tggtggattt
ctgggotaca
caaatgaaca
Jgggagacggc
ccaaaacgayg
gggactgagyg
tecaggggag
acagacaaac
dggaaggaagg
gaaagaaaga
aaggaaggaa

ccaccccagg

gacccatgee
aaccacactg
tocecttetta
ctcetteatg
atcctgctcce
agcccteagt
tecktggttea
agatgctgtt
gacggatcag
gtctc;acct
caaaattaca
agtgaggaac
tttaaaggat
tgeccttggac
taaaattata
catgctggece
atagtggttg
cagacctcotg

ttggtttcaa

.aggaggtaga

tgaggccatt
aacaaacaaa
cataggtgga
scaaaaaggqg
tttectteee
ctgatgeagt
cacteatgcea
aaggaaggaa
aagagaaaga
ggaaggaagg

tgactcccag

ES 2 587344 T3

ceagetgtee
gcaacchtget
ccacacaccc
cctetececett
catcctgtct
ttcececataayg
gggagtaagt
ttaagggttg
tgattaagag
ctitggeaaa
gbttttgaagt
tgtatttaag
tagttéaqtt
accaagccca
tataatatgt
taacacgecac
ggtgtggtgg
ggagtttgag

aataaaacaa

égcaggaggc
ctgggctaca
caacaaceaa
ccteegtgag
atgcteagtg
agaaccoaca
ttecttgect
ccaaaggcaa
ggaaggaaga
aagacaggaa

aattggacat

gecaggtoagg

caagaaccte
caccecaggce
ggctetacat
ccecttgatet
tcttgeccagg
caccctacea
agtaggtagyg
ggetgaggge
catttgatgt
cttotgttte
agaaatgaéa
ggtcataggt
cccaggcatee
cacatgctgy
aagctéggcc
aagectetgg
tacatgecatt
geecagetact
atatatacac
tcatctagte
tgagcctetyg
aatcocagce
ttcaggetge
gtttaagage
gggeagetca
ccacaggeat
aaataaatta
aagaaagaaa
ggaaggaagq
acagcaggtyg

gttaagcaac

40

ttectecect
ctttcagetg
cctgececaocee
cetggtitgee
tgtccectee
tecaatetttt
gattcaccte
tggggctagg
tettttagag
caaattattt
ataactttat
cgtagcatca
acatagtgte
acatacatge
caggatacag
tteagtecee
taatteccage
tagtgagete
acaaagaaac
aaggagagtt
tctgaaaaca
aggcttggta
agagagaggc
attggetget
caactgtety
ggtgtgtage
atctaaaaga
gaaagaaaga
aaggaaggaa
gtggtcatgt

gecagcoctcaaa

tgctttteca
cececcatcaca
cceeecegaac
caécacctct
ttaagggagt
tctctégctg
cttetggect
gggtggggty
cagcggttet
acattccgat
ggtttggggg
tgaaggttga
tcctaétgat
aa_gcaa aaca
tgtttcagtt
tgcactgaat
actccagaca
caggtéagtc
taaatctgea
tgtggctage
ca;acaaaaa
acaageattt
cagtttaaaa
gctecteecag
tagetecagt
acgcagatat
aaggaaggaa
aagaaagaaa
ggaaggaagy
tgﬁgagaccc

acagaagttt

13680
13740
13800
13860
13920
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



gocagagteca
ggaaggggaa
tttcteetee
cagatgcagyg
ggagcteacs
ggctgggaga
agcccaggcet
acgggagagt
gtgagcatct
gggecetaga
gcectageee
ttetgttgag
gagctgtgea
cccatgttga
ctgcatcaca
tatgectctaa
tcagagagaa
gecatgteect
tgtactétag
gtttgaagte
accaaaccaa
actacaaata
gygectgtga
tteetttcta
acgtttccag
atatactact
ttgtgtgacy
gagecteccee
gcetgtettee
tattttgggg
tgtgactett

ggggattgce
gtgagcagga

cccageocca

getececaagge

tccaggaage
cgggtcagtg
atggatttge
gagacagaktg
agagcaagtt
gaggtagtte
tagctetact
ccaggcecece
ctgctecaga
dggtgtggaga
gaatctgtag

atatcaacag

agacgaccat

geteggtgte
ggcacacttt
actectggeet
acccagccac
ataataataa
gagtecacagt
ctttgagaca
ggattttgac
gaatgtgget
agcacattee
ttgcctetge
catbttacag
catgtggggy

ggctggectc
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aaatgtgtgg
aaggaagtgg
gecttetgga
ctaggggceay
tgttacattg
agtaaagtgt
ctggtacaga
gatetetagg
gagagccttg
ataggtaccg
actgagccac
aatcctttgce
ccttttatea
acactgaggc
tgcettgace
sagaatttght
caggaactge
ctaagectge
aattccecaca
acgtgagacc
tatageccaac
atatctaata
ttgtatttga
gagtctetty
tacetggetg
attatatggg
ccaccaatce
ctceggagtg
gltaaaaaaac
tttgagacag

gaactcagag

cctgtggaat
gctgagagct
ccettggate
agecgeotte
cagtagagte
ttgeoeattia
ggcacggtgg
gcttgotgac
gtctctaaac
ctctecageag
actcccagec

tggaggattc

tettggcaca

ct;tcaggat
cagaagcaat
gaccgcatee
tgagtgacga
accatgctgt
attgggeage
ctgtctecaaa
ttettttttg
ataattttca
aggtcagagg
ttgettgtaa
tetteocttte
ttecagaact
acccatgggg
ctggagtgac
cagaggecea
ggtttctcta

acctgtetga

41

ctgcttatgt
tggcggactc
ttacacacct
ccttgtaacg
ttctggéatg
aacataagga
gtigtgtttg
cagcaggcct
acaaggtgga
caagcactet
cctoattggt
taggcaaata
tetgttgace
gagagagada

ttoctcetaac

ttetecageet

gagtccatgt
aggtgtatag
tgaggaaage
cccaacceaa
ttettgteat
ctttaaatat
ctagecttaa
tggcaaaggce
tgaacgetgy
tcaacctgag
accggacaga
nagcatgtte
gaaaggggac
tgtaggcctg

gtgctgtgat

caacagggtt
tagtgtgtte
atﬁtgttctt
gtgacctceg
aaétaﬁgagg
tatgcgttce
taadctcagc
gggttaatca
aggasaggga
cacctéagga
gagttcttgg
tcctaacact
aggtaagtct
gaggagagge
aaéatéactt
taagcaaggc
cagggttgag
tttaagacag
aaatctgtga
ccgaaétcaa
tactactact
ctthcacat
ttetagaget
cagctggcce
catcacatac
gtccécatgc
tcfctcccgt
tectatgect
aggatttget
getgteteto

caaaggtgtg

15540
15600
15660
15720
15780
15840
15900
15860
16020
16080
16140
16200
16260
16320
16380
16440
16500
16560
16620
16680
16740
16800
16860
16820
16980
17040
17100
17160
17220
17280

17340



cgccaccact
teagettett
ggaaggaaay
cceggteagty
gtgecaagyy
cceacacaco
cttteggotte
aagacaacta
tgcgcagggt
ggcecgetac
gtgcttgtge
aaggaggtiyg
gaaatettygg
gagctecatge
cegagtgtee
tgggagcaga
tcatataaaa
tgctcaaatt
ttattgatac
ggctagattce
tectyggetta
catgoaatgt
tacgaacace
aactgcacac
aﬁtttatgta
tgtcactggy
acggtttatt
agatatccag
gecctagaate
ctggaaagcy

agagagagag

gcatgacagg
gatctttety
atctttaaga
gagggttage
tgggtggygaa
tetggettec
ttcecgacctt
tttceetagy
cctcagagaa
tgtecetggt
attcggccaa
cgagaaggygy
gagtcagaat
tgteccagget
tgcectecace
gctcagggac
taatctgttt
caccaccate
aaaatatctc
acagaaatcc
tacttaaaag
tettteagag
tgtaacteet
atgtggccaa
ttgtgtatag
tgcagaagtyg
ttactctoty
tctgaaaaaa
ccccagtgag
ggagatégcg

agagagagag
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acttgeattt
aggagggtte
gtetgtgget
aggcogctgyg
gtggtttcag
aggaagctga
tetgtetgta

gcetageggag

tecccatagga
ggagagactc
tttgggacca
tggagaggcect
tagecatteca
gacctcaaac
tccagagtac
tttggecactc
cattacgaca
tettttetea
tacgtagete
accteectot
tggecaattty
gtectgagtt
gctctaggga
cacttgtgtg
agccaaacaa
tocatttgta
gcccﬁtctgt
tgtggaggge
gggctggagy
cgagatagag

agagagagag

tatgltteccoc
attctgggct
ggcaggaaty
tgattactge
agatagececct
tagtagtgag'
ggttaatttg
gecacgectg
tetggyggaag
tgggcttect
gtcagaagag
cataatgttt
gattatatat
tcactatgta
égggatcatc
taccaactga
tttatattat
tcagcttgta
tgactgtett
gcttecagag
gagebkgaaga
aggttctcag
gtcagatgee
catagacata
atataaatga
atcocagatg
tgagccagtt
tggagygtgt
cgtggcteac
aggggggtag

aacatgaatt

42

ggaaacctca
atcatcetea
agaggcagad
agaatettag
ccagacettg
gctgegagty
tgactcacgg
tttttectog
ggttgcattg
tgcggetget
aggbtgaggaa
gccttagaag
gttgtatttt
gttgaggtga
aaacacaggt
gccacacegce
atatgaatgt
tgttgttgtt
ggaattegtt
cactgggatt
gatggcetcaa
aagcecatcett
ttettetgge
tgtaaaataa
tttactgtaa
agaaggcaga
ggcaaacttg
ggctcagtgg
ageceggagee
acggagagag

ctgggaacca

ggeectggge
caacatttga
aacagégcag
gggtﬁcttta
ctgttcaaag
gaggcacaca
ggaggaagasa
ttaagaaggt
ctgagactca
gaggtetget
gggaggcata
ctttecatttt
cctgagacaa
tctecgaacac
tatgtagtyge
cagccctgaa
tcttgagttt
gttgttgtta
atgtagacaa
aaaggcatac
tggttaagaa
atcaétggct
cccageaggt
tggcaataat
aagaaagcaa
taagaaaaga
aggttctgtyg
tagacccect
ccttgttaag
agégagcgag
tecttgtete

17400
17460
17520
17580
17640
17700
17760
17820
17880
17940
18000
18060
18120
18180
18240
18300
18360
18420
18480
18540
18600
18660
18720
18780
18840
18900
18960
19020
19080
10140
19200



tctttacaga
ttatcagtag
agttcacaca
caaacacaca
agcctgtete
ggtggggtet
acacagctat
tttobtttgtt
atttectecetyg
ttttaaacag
catadctggc
taacagtgtt
ctgcaggttc
ctteceeegece
aaactggtya
gteageteag
ccggtaatat
agtgatttta
caagactgta
aaatggtgece
ttagttaggg
ggtagaacac
ctectectotet
tttatagacc
gaattaagtt
ctgttgcﬁtg
acacttggga
aaatactett
gtecattatat
tatgtaatat
atata

<210> 2
<211> 2328
<212> ADN

ggaaatacea
tagectgtgaa
cacatacaca
cacgageage
catagcagat
gtgattatcc
tgaagetityg
ttgagatgag
cttcagecte
gtacagttta
tacctggceag
ggccaagget
cagcecactec
tgctttgtgt
getgggteoct
ggeeacygggyg
ttetggacte
actaagttac
tcaaaacaca
ctctaatatc
kttttattge
ccacctzaaa
ctectectetga
aggctggect
gtacaccacc
tgatgaaata
ggcagaggta
aaaqggctaé
attatatata

aatattaata

< 213> Homo sapiens
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taggctgata
gggtggggte
cacacacaca
cacaccctgt
ccgetaacta
ctatacaggt
agtttttgta
qgtcttaact
tgagtgetyg
ctttaaggaa
agctgagagt
ttgggcagty
agacatgggy
cttgtgtatg
agaggaggat
atacacggct
cctagggaca
tcacectetc
gtgttgaaag
ctaaaactat
tgtgaagaga
ttecececaggg
cagggtttet
caaactecaca
actgcectggce
ctecacagec
ggtaaatttc
ttaagggaga
atctagagaa

tcaatacaat

gtgactgaqt
agagatggga
cacacacaca
ctgctgtttg
cactgactat
acacagagat
ctecttgttat
tatageccagq
ggtgacaggt
ggaaaactac
dgtcecaattt
ccagacaacc
ttgggtgtec
tttettagge
gtgoacagac
gactagette
cgetgceaatt
tctgeetctt
gtgtttgggg
tattattatt
caccatgagg
gcacacgcaa
ctgtgtagec
gagatccete
taattatttc
agatgtggty
tgtgagtttg
aggtacttat
ttaatattat

tatattatct

43

acagaaactyg
agagaggtag
cacacacaca
ctgtggacga
cegeageget
tccgcagctf
getetatatt
gttggectea
gagtttttgt
tcagaazaat
chttctgtc
cataaatagt
cctocegeco
tttagttett
agagecagee
ccagtttcte
cagttctgte
tagctgeaga
ccaggoecttg
ttattaggta
ggctgggage
ctetetotet
ctggctgtee
tgectetget
tatcttaata
geacactttt
gaggeeattct
tatagattat
aatatttcta

actattcatt

tcccagacta

tgataacage

cacacacaca
gcﬁctgtggc
cgctctecca
gttgaaggcc
gettgttttyg
aaatcatgge
tttgttttgt
ggettggect
cttectgttt
cagatgagaqg
aggtcoctgte
ctgteccace
gtgactgcgg
acatctgggg
ttcttagetg
atcggettac
cacgtgcaca
attttgtgte
gtgacteagt
ctetetetet
tggaacttge
ccaagtgetg
gtttetttte
ttatccoaag
ggtctacata
tatatattat
taatacatac

atacattaat

19260
19320
19380
19440
19500
19560
19620
19680
19740
19800
158860
19920
19980
20040
20190
20160
20220
20280
2034q
?0400
20460
20520
20580
20640
20700
29760
20820
20880
20940
21000

21005



<400> 2
agggggagcce

cactatgaty
ctgegtgtte
ctgggcaatg
atctggttcc
ttcacgtcea
ceetecetea
gaccgcettte
gectggatceg
ctgtaceggg
agccacgaca
tggcctectac
agggeoacyge
atecttctggt
ccecaccttce
tgoctgcatca
aaatccctec
aagtcatteca
acagcctecat
tttteactte
cetgtettte
tgcaaggtga
catctttcea
atatggeaat
aaaaaaatgt
tttyggacaa

aaagaaaatt

aggtgggtgg

caggagacca
acaaggatac
cagacatcct
cectggtggt
tcaacttgge
ttgtacagca
tectgoteaa
tgctggtgtt
cetgtgeegt
tggtccggga
aacggeggga
tcacgctcac
ggtccaccaa
tgecctacea
tgctgctgaa
accccateat
ccagectect
cgegetecac
gggcecactgt
acttticgta
ccagacttgt
acacttecett
teccaggett
aggtgtgaac
atttatttta
aacagaagtce
aggctgagag

atcacctgag
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gaacatggac
cctggaccte
ggccttgygte
ctgygtgacy
ggtagcogac
tcaccactgg
catgtacgec
taaacceato
ggcttggggt
ggagtacttt
gegagecgtyg
gatttgttac
gacactcaag
ggtgacgggy
taagctggac
ctacgtggtg
ceggaacgtyg
agtggacact
ggceegatgt
ggatggtgtt
ccctectttt
ctagggggca
ttgaaaaaca
agggaactca
tggcaagttg
catggagtta
cagtggctcea

gtcaagagtt

tcettecaatt
aacaccocty
atctttgcag
geattcgagy
ttecteteet
cectitggeg
agcatcctgc
tggtgccaga
Ltagccetgo
cecaccaaagqg
geeategtec
acttbeateo
gtggtggtgg
ataatgatgt
tecctgtgtg
gccggcecagg
ktgactgaag
atggcecoaga
ccoctteeott

accttageta

ccagegggac

cccteccace
aacagaaacce
gaatacagac
gaaaatatgt
tectaagetet
cgcctgtaat

ccagaccagy

44

ataccagecc
tggataaaac
tegteticcek
ccaageggac
gectggeget
gggocgecty
tcotggccac
actteccgagyg
tggtgaccat
tgttgtgtayg
ggctggtecet
tgeteeggac
cagtggtggc
ccotteectgga
tcteetkige
gcettecaggg
agtcegtggt
agacccaggo
ccecggeeatt
actaactete
tettcteate
ccccacccce
cgtgtatctg
aagtagaaag
aactggaatc
tgtaagtgag
cccagaactt

ctggccagca

tgattatggg
ttctaacacg
ggtgggagtyg
catcaatgee
gceccatettyg
cagcatoctyg
catcagegce
ggeeggettyg
accctectte
cgtggactac
gggcttectyg
gtggageege
cagttfcttt
gecatcegtoa
ctacatcaaé
ccgactgegy
tagggagage
agtgtaggey
ctececctettg
cteocatgttg
cttecteatt
ccccacacac
ggat;tttcc
attetogett
tcaaaagttc
ttaatttaaa
tgggaggcta

tggtgaaacc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

720

. 780

840

900

960
1020
ioso
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560

1620

1680



cegtetgtac
gectacttggg
gccatgafcg
aaagcaaaaa
taaattatge
agagggatct
aatgtagtct
caccacaggg
aacccctgge
attcaatgga
ctttaatgag
<210> 3

<211> 350
<212>PRT

taaaaataca
aggctgaggt
caccactgca
caaaaacaaa
tttctatttt
tgtgtacecct
cataaccagg
atccceagga
aaccaggaat
atcatatagt

gaaaataaaa

< 213> Homo sapiens

<400> 3

Met Asp Ser Phe Asn Tyr

1

Lys Asp

Leu Arg

35

Leu Val

50

Glu Ala

65

Ala Asp

val Gln

Pro Ser

Thx

Val

Gly

Lys

Phe

His

Leu
115

5

Leu
20

Asp
Pro Asp
Val Leu
Thr

Axrg

Ser
85

Leu

His His

100

Ile Len

Leu

Ile

Gly

Ile

Cys

Trp

Leu
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azaaattaac
gggagaattyg
ctctagecetg
aacacctaaa
gagateattg
tcacecagee
atattgacat
tgocecactte
ccactctcea
atgtaacctg

atgaatattyg

Thr Thx

Thx

Asn

Als
40

Leu

Asn Ala

55

Asn Ala

Leu Ala

Pro Phe

Met
120

Asn

tgggcatggt
ctegaacctt
ggtgaccgay
aaacctgcag
caaactcaac
tccececaatyg
tgatacagbyg
cctcoacece
tttctataat
ttttgagett

aagdalaaaza

Pro Asp Tyr

Pro Val Asp

Leuw Val Ile

Leu val Val

Ile Trp Phe

Leu Pro Ile

Gly Gly Ala

105

Tyr Ala Ser

45

agtgggtgee
dggaggtggag
ggaggctoty
ttttgtttgt
acaattgtaa
gcaacatctt
aagatacagyg
cacaceecad
gttgteattt
2zaaaaaaaa

ctttaqag-

Gly His

Fhx

Lys

Ala
45

Phe

Trp Val

60

Leu Asn

Phe

Leu

Ala Cys

Tyx

Ser

30

Val

Thr

Leu

Thr

Sar

tgtaatcoca
gttgtggtga
teteaaaage
actttgtttt
gtaatgatac
gcaaaactac
acattctcat
cegtgtecet
caagaatgtt

gtétacatga

Asp

Asp
15 :

Asn Thr

Val Phe

Ala Phe

Ala Val

Ser Ile

95

Ile Leu

110

Ile Leu

125

Leu

Leu Ala

1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280

2328
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Thr
Gln
145
val
Ser
Leu
Ile
225
Leu
Pro
Pro
Ala
Gin
305

Ash

Arg

Ile

130

Asn

Gly

Arg

His

Gly

21¢

Leu

Lys

Tyr

Thr

Tyr

290

Gly

Val

Ser

<210> 4

<211>22

Sex

Phe

Leu

Glu

Asp

195

Phe

Leu

Val

Gln

Phe

275

Ile

Phe

Leu

Thr

<212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 4
tggactacag ccacgacaaa cg

<210>5

<211>22

< 212> ADN
< 213> Secuencia artificial

Ala

Arg

Ala

Glu

lg0

Lys

Leu

Axg

Val

Val

260

Lau

Asn

Gln

Thr

val
340

Asp

Gly

Leu

165

Tyr

Arg

Trp

Thy

Val

245

Thr

Leu

Cys

Gly

Glu

325.

Asp

Arg
Ala
150
Leu
Pha
Arg
Pro
Trp
230
Ala
Gly
Leu
Cys
Arg
310

Glu

Thr
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Phe
135
Gly
Leun
Pro
Glu
Leu
215
Ser
Val
Ile
Asn
Ile
285
Leu

Ser

Met

22

Leu
Leu
Thr
Pro
Arg
200
Leu
Arg
val
Met
Lys
280
Asn
Arg

Val

Ala

Leu

Ala

Iie

Lys

185

Ala

Thx

Arg

Ala

Met

265

Leu

Pro

Lys

val

Gln
345

val

Trp

Pro

170

Val

val

Leu

Ala

Ser

250

Ser

Asp

Ile

Ser

BArg

330

Lys

46

Ehe

Ile

155

Sex

Len

Ala

Thr

Thr

235

Phe

Phe

Ser

Ile

Leu

315

Glu

Thx

Lys

140

Ala

Phe

Cys

Ile

Ile

220

Axqg

Phe

Leu

Leu

Tyx

300

Pro

Ser

Gln

Pro
Cys
Leu
Gly
val
205
Cys
Ser
Ile
Glu
Cys
285
Val
Ser

Lys

Ala

Ile

Ala

Tyr

Val

Trp
Val
Arg
175

Asp

180

Arg

Tyr

Thr

Phe

Pro

270

val

Val

Leu

Ser

Val
350

Leu
Thr
LYS
Trp
2_55
sSer
Sex
Ala

Leu

Phe
335

Cys

Zla

160

val

Tyx

val

Phe

Thr

240

Leu

Ser

Phe

Gly

Axqg

320

Thr
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15

20

<220>
< 223> Cebador

<400> 5
aggaaggaca tcattatcce cg

<210> 6

<211> 21

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 6
caccagcccc gagatttttt c

<210>7

<211>18

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador

<400>7
tcagaaacca gatggcgt 18

21

22
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REIVINDICACIONES

1. Un ratén transgénico que comprende y expresa un polinucleétido que codifica un C5aR humano o humanizado,
en el que se ha sustituido de forma dirigida la regién que codifica C5aR del exdn 3 enddgeno del locus de C5aR de
ratén por una secuencia correspondiente que codifica C5aR humano o humanizado y en donde dicho C5aR humani-
zado difiere de C5aR de ratén codificado por dicho locus de ratén en que los dominios extracelulares se sustituyen
por dominios extracelulares correspondientes de C5aR humano.

2. Un ratén transgénico segun la reivindicacion 1, que comprende un polinucleétido que codifica un C5aR humano.

3. Un ratén transgénico segun la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en el que el polinucledtido codifica C5aR
humano que comprende una secuencia tal y como se muestra en SEQ ID NO: 3, o una variante alélica de la misma.

4. Un ratdn transgénico segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el polinucleétido comprende
una secuencia tal y como se muestra en SEQ ID NO: 2, o una variante alélica de la misma.

5. Un ratén transgénico segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde el raton transgénico es homo-
cigético para un C5aR humano o humanizado.

6. Una célula aislada, una linea celular, un tejido o un 6rgano obtenidos a partir de un ratén transgénico segun una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, comprendiendo y expresando la célula aislada, la linea celular, el tejido o el
organo dicho polinucleétido que codifica un C5aR humano o humanizado y en donde dicho C5aR humanizado difiere
de C5aR de raton codificado por dicho locus de raton en que los dominios extracelulares se sustituyen por dominios
extracelulares correspondientes de C5aR humano.

7. Un método para producir un raton transgénico para someter a ensayo compuestos para estudiar un efecto sobre
un fenotipo asociado con la sefalizacion de C5aR, comprendiendo el método una sustitucion dirigida de la region
que codifica C5aR del exén 3 enddgeno del locus de C5aR de ratén por una secuencia correspondiente que codifica
C5aR humano o humanizado, por lo que dicho ratéon expresa un C5aR humano o humanizado y en donde dicho
C5aR humanizado difiere de C5aR de ratén codificado por dicho locus de ratén en que los dominios extracelulares
estan reemplazados por dominios extracelulares correspondientes de C5aR humano.

8. Un método segun la reivindicacion 7, en el que hay una sustitucion dirigida de la region que codifica C5aR del
exon 3 enddgeno del locus de C5aR de raton por una secuencia correspondiente que codifica C5aR humano.

9. Un método segun la reivindicaciéon 7 u 8, en el que dicha sustitucion dirigida proporciona una estructura artificial
de polinucleodtido que codifica un polipéptido que comprende una secuencia tal y como se muestra en SEQ ID NO: 3,
0 una variante alélica de la misma

10. Un método segun una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 9, en donde dicha sustitucion dirigida proporciona
una estructura artificial de polinucleétido que comprende una secuencia tal y como se muestra en SEQ ID NO: 2, o
una variante alélica de la misma

11. Un método segun la reivindicacion 7, en el que dicha sustitucion dirigida proporciona una estructura artificial de
polinucleétido que comprende al menos los dominios extracelulares de un C5aR humano.

12. Un método para evaluar al menos un efecto farmacocinético y/o farmacodinamico de un compuesto candidato,
comprendiendo el método administrar un compuesto candidato a un raton transgénico segun una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 5 o un tejido aislado o células obtenidas a partir del mismo segun la reivindicacién 6, y examinar
al menos un efecto farmacocinético y/o farmacodinamico del compuesto candidato en el raton transgénico.

13. Un método segun la reivindicacion 12, que comprende (i) administrar un compuesto candidato a un ratén trans-
génico segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 o un tejido aislado o células obtenidas a partir del mismo
segun la reivindicacion 6, en condiciones en las que se expresa al menos un fenotipo asociado con la sefializacion
de C5aR; y (ii) realizar un seguimiento de la evolucion del al menos un fenotipo después de la administracion del
compuesto.

14. Un método segun la reivindicacion 12 o la reivindicacion 13, en donde el compuesto se selecciona a partir del
grupo que consiste en: un péptido, incluyendo un péptido obtenido a partir de C5aR o C5a u otro péptido que no es
C5aR y que es capaz de inhibir, reducir o reprimir una funcién de C5aR; un mutante dominante negativo de C5aR;
un inhibidor no peptidico de C5aR; un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo que se une a C5aR e inhibe una
funcién de C5aR; una molécula organica pequefia, un acido nucleico que codifica dicho péptido obtenido a partir de
C5aR o C5a u oftro inhibidor peptidico que no es C5aR, un acido nucleico antisentido dirigido contra ARNm que
codifica C5aR, una ribozima anti-C5aR y un ARN pequefio de interferencia (ARNi) que se dirige a la expresion del
gen C5aR.
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