ES 2624614 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

: é ESPANA @NUmero de publicacion: 2 624 614
Ent. ci.;

AO01K 67/027 (2006.01)
C12N 15/90 (2006.01)
CO7K 14/705 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud internacional: ~ 23.09.2014 ~ PCT/US2014/056910
Fecha y numero de publicacién internacional: 26.03.2015 WO0O15042557

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud europea:  23.09.2014  E 14781783 (7)
Fecha y nimero de publicacion de la concesion europea: 22.02.2017  EP 2922394

Tl'tulo: Animales no humanos que tienen un gen humanizado de una proteina reguladora de sefiales

Prioridad: @ Titular/es:
23.09.2013 US 201361881261 P REGENERON PHARMACEUTICALS, INC.
(100.0%)

o e 777 Old Saw Mill River Road
Fecha de publicacion y mencion en BOPI de la Tarrytown, NY 10591, US
traduccion de la patente:

17.07.2017 (™ Inventorfes:

MURPHY, ANDREW J.;
THURSTON, O. GAVIN;
VARGHESE, BINDU y
GURER, CAGAN

Agente/Representante:
PONS ARINO, Angel

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




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2624614 T3

DESCRIPCION
Animales no humanos que tienen un gen humanizado de una proteina reguladora de sefiales
Descripcion
Referencia cruzada con solicitud relacionada

Esta solicitud reivindica el beneficio de prioridad de la solicitud provisional de los Estados Unidos num. 61/881,261,
presentada el 23 de septiembre de 2013.

Antecedentes de la invencion

El sistema inmunitario se compone de varios tipos de células diferentes que estan implicadas en mdltiples procesos
altamente regulados, y juntas generan respuestas inmunitarias que son eficaces en la eliminacién de proteinas
extrafias. Ademas, se ha encontrado que estas mismas células inmunitarias poseen una propiedad de
autotolerancia, entre otras, para las proteinas reguladoras de membrana que regulan las interacciones de célula a
célula. Este tipo de comunicacion es fundamental para la supervivencia de tales organismos, ya que se sugiere que
estas mismas proteinas son un determinante importante en el trasplante de injertos. Sin embargo, no existe un
sistema in vivo para determinar los aspectos moleculares de las interacciones de célula a célula del sistema
inmunitario humano y su regulacién. Un sistema de este tipo proporciona una fuente para ensayos en las funciones
relacionadas con el sistema inmunitario y hematopoyético humano in vivo, asi como la identificacién de nuevas
terapias y vacunas.

Breve descripcién de la invencion

La presente invencién se basa en el reconocimiento de que es conveniente disefiar animales no humanos que
permitan un mejor injerto de células madre hematopoyéticas humanas. La presente invencion se basa ademas en el
reconocimiento de que los animales no humanos que tienen un gen de SIRPa humanizado y/o que expresan,
contienen, o producen de cualquier otra manera una proteina SIRPa humana o humanizada son convenientes, por
ejemplo para usar en el injerto de células madre hematopoyéticas humanas.

La invencién proporciona un ratén cuyo genoma comprende un reemplazo de los exones 2, 3 y 4 de un gen de
SIRPa de ratén en un locus enddgeno de SIRPa de raton con los exones 2, 3y 4 de un gen de SIRPa humano para
formar un gen de SIRPa humanizado, en donde dicho gen de SIRPa humanizado se une operativamente a un
promotor de SIRPa de ratén en dicho locus endégeno de SIRPa de ratén, y expresa en dicho raton una proteina
SIRPa humanizada que comprende una porcion extracelular de la proteina SIRPa humana codificada por dicho gen
de SIRPa humano y una porcién intracelular de la proteina SIRPa de ratén codificada por dicho gen de SIRPa de
raton.

La invencion proporciona ademas una célula o tejido aislados de ratén cuyo genoma comprende un reemplazo de
los exones 2, 3y 4 de un gen de SIRPa de ratén en un locus endégeno de SIRPa de ratén con los exones 2, 3y 4
de un gen de SIRPa humano para formar un gen de SIRPa humanizado, en donde dicho gen de SIRPa humanizado
se une operativamente a un promotor de SIRPa de raton en dicho locus endégeno de SIRPa de raton, y codifica una
proteina SIRPa humanizada que comprende una porcion extracelular de la proteina SIRPa humana codificada por
dicho gen de SIRPa humano y una porcién intracelular de la proteina SIRPa de ratén codificada por dicho gen de
SIRPa de ratén.

La invencién proporciona adicionalmente un método para obtener un ratén, que comprende: (a) reemplazar los
exones 2, 3y 4 de un gen de SIRPa de ratén en un locus enddgeno de SIRPa de ratén en una célula ES de ratdn
con los exones 2, 3y 4 de un gen de SIRPa humano para formar un gen de SIRPa humanizado, en donde dicho gen
de SIRPa humanizado se une operativamente a un promotor de SIRPa de ratén en dicho locus endégeno de SIRPa
de ratén, y codifica una proteina SIRPa humanizada que comprende una porcion extracelular de la proteina SIRPa
humana codificada por dicho gen de SIRPa humano y una porcién intracelular de la proteina SIRPa de ratén
codificada por dicho gen de SIRPa de ratén, para obtener de esta manera una célula ES modificada de ratén que
comprende dicho gen de SIRPa humanizado; y (b) crear un ratén con el uso de la célula ES modificada obtenida en

(a.

La invencion proporciona ademas un método para proporcionar un ratén transgénico, en donde una o mas células
humanas se trasplantan a un ratén de acuerdo con la invencion.

La invencion proporciona ademas un método para medir la fagocitosis de un sustrato marcado por una o mas
células de ratén que comprende, (a) proporcionar una o mas células de raton cuyo genoma comprende un
reemplazo de los exones 2, 3 y 4 de un gen de SIRPa de ratén en un locus enddgeno de SIRPa de ratén con los
exones 2, 3y 4 de un gen de SIRPa humano para formar un gen de SIRPa humanizado, en donde dicho gen de
SIRPa humanizado se une operativamente a un promotor de SIRPa de raton en dicho locus endégeno de SIRPa de
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ratén, y codifica una proteina SIRPa humanizada que comprende una porcién extracelular de la proteina SIRPa
humana codificada por dicho gen de SIRPa humano y una porcién intracelular de la proteina SIRPa de ratén
codificada por dicho gen de SIRPa de ratdn; (b) incubar una o mas células de la etapa (a) con el sustrato marcado; y
(c) medir la fagocitosis del sustrato marcado por una o mas células de la etapa (b).

La invencién proporciona ademas un método para medir la fagocitosis de un antigeno por una o mas células de un
ratén, que comprende (a) proporcionar un raton de acuerdo con la invencidn; (b) exponer el raton al antigeno; y (c)
medir la fagocitosis del antigeno por una o mas células del ratén.

La invencion proporciona adicionalmente un método para evaluar la eficacia terapéutica de un farmaco para dirigirse
a células humanas, que comprende: (a) proporcionar un ratén de acuerdo con la invenciéon en el que se han
trasplantado una o mas células humanas; (b) administrar un candidato a farmaco a dicho raton; y (c) controlar las
células humanas en el ratdn para determinar la eficacia terapéutica del candidato a farmaco.

En la presente descripcion se describe un animal no humano que expresa un polipéptido de SIRPa que comprende
una porcion extracelular de una proteina SIRPa humana y una porcién intracelular de una proteina SIRPa de ratén.

Una porcién extracelular de una proteina SIRPa humana puede comprender aminoacidos correspondientes a los
residuos 28-362 de una proteina SIRPa humana que aparece en la sec. con nim. de ident.: 4.

Una porcion extracelular de una proteina SIRPa humana puede compartir un por ciento de identidad de al menos 50
%, al menos 55 %, al menos 60 %, al menos 65 %, al menos 70 %, al menos 75 %, al menos 80 %, al menos 85 %,
al menos 90 %, al menos 95 %, o al menos 98 % con una porcién extracelular correspondiente de una proteina
SIRPa humana que aparece en la Tabla 3. Una porcion extracelular de una proteina SIRPa humana puede compartir
el 100 % de identidad (o ser idéntica) con una porcion extracelular correspondiente de una proteina SIRPa humana
gue aparece en la Tabla 3.

En la presente descripcion se describe ademas un animal no humano que tampoco expresa una proteina SIRPa
enddgena no humana. El animal no humano puede ser un roedor que tampoco expresa una proteina SIRPa
enddgena de roedor. El animal no humano puede ser un ratén que tampoco expresa una proteina SIRPa endégena
de ratén que tiene una secuencia que aparece en la Tabla 3.

En la presente descripcion se describe ademas un animal no humano que comprende un gen de SIRPa que
comprende los exones 2, 3 y 4 de un gen de SIRPa humano unido operativamente a un promotor de SIRPa no
humano.

Un gen de SIRPa de un animal no humano descrito en el presente documento puede comprender los exones 1, 5, 6,
7 y 8 de un gen enddgeno de SIRPa no humano.

Un animal no humano descrito en el presente documento puede ser un roedor. El roedor puede seleccionarse de un
raton o una rata.

En la presente descripcion se describe ademas un polipéptido de SIRPa codificado por el gen de un animal no
humano como se describe en el presente documento.

En la presente descripcion se describe ademas una célula o tejido aislados a partir de un animal no humano como
se describe en el presente documento. Una célula puede seleccionarse a partir de un linfocito (por ejemplo, una
célula B o T), una célula mieloide (por ejemplo, un macréfago, un neutréfilo, un granulocito, una célula dendritica
mieloide, y un mastocito), y una neurona. Un tejido puede seleccionarse de tejido adiposo, vejiga, cerebro, mama,
médula ésea, ojo, corazon, intestino, rifion, higado, pulmdn, ganglio linfatico, masculo, pancreas, plasma, suero, piel,
bazo, estdmago, timo, testiculo, 6vulo, y/o una combinacion de estos.

En la presente descripcion se describe adicionalmente una célula o tejido aislados de ratén cuyo genoma incluye un
gen de SIRPa que codifica la porcion extracelular de una proteina SIRPa humana unida a la porcion intracelular de
una proteina SIRPa de raton. El gen de SIRPa descrito en el presente documento puede unirse operativamente a un
promotor de SIRPa de ratén. Un gen de SIRPa descrito en el presente documento puede comprender los exones 2,
3,y 4 de un gen de SIRPa humano.

En la presente descripcion se describe ademas una célula madre embrionaria (ES) no humana cuyo genoma
comprende un gen de SIRPa como se describe en el presente documento. La célula ES puede comprender los
exones 2, 3y 4 de un gen de SIRPa humano unidos operativamente a un promotor de SIRPa no humano. La célula
ES puede ser una célula ES de roedor. Una célula madre embrionaria no humana descrita en el presente documento
puede ser una célula madre embrionaria de raton o rata.

En la presente descripcion se describe ademas un embrién no humano que comprende, se produce, se obtiene, o se
genera a partir de una célula madre embrionaria no humana que comprende un gen de SIRPa como se describe en
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el presente documento. El embrion no humano puede ser un embrién de roedor. El embrién de roedor como se
describe en el presente documento puede ser un embrion de ratén o rata.

En la presente descripcion se describe ademas un método para obtener un animal no humano que expresa una
proteina SIRPa a partir de un locus enddégeno de SIRPa, en donde la proteina SIRPa comprende una secuencia
humana, el método comprende transformar un locus endégeno de SIRPa en una célula ES no humana con un
fragmento gendémico que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina SIRPa humana en su
totalidad o en parte; obtener una célula ES no humana modificada que comprende un locus endégeno de SIRPa que
comprende dicha secuencia humana; y, crear un animal no humano mediante el uso de dicha célula ES modificada.

Como se describe en el presente documento, dicha secuencia de nucledtidos puede comprender los exones 2, 3y 4
de un gen de SIRPa humano. Dicha secuencia de nucledtidos puede comprender los exones 2, 3 y 4 de un gen de
SIRPa humano que tiene una secuencia al menos 50 %, al menos 55 %, al menos 60 %, al menos 65 %, al menos
70 %, al menos 75 %, al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 %, o al menos 98 % idéntica a
un gen de SIRPa humano que aparece en la Tabla 3.

Dicha secuencia de nucledtidos puede codificar los residuos de aminoacidos 28-362 de una proteina SIRPa
humana. Dicha secuencia de nucleétidos puede codificar los residuos de aminoacidos 28-362 de una proteina
SIRPa humana que tiene una secuencia al menos 50 %, al menos 55 %, al menos 60 %, al menos 65 %, al menos
70 %, al menos 75 %, al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 %, o al menos 98 % idéntica a
una proteina SIRPa humana que aparece en la Tabla 3.

En la presente descripcion se describe adicionalmente un método para proporcionar un ratén cuyo genoma incluye
un gen de SIRPa que codifica la porcién extracelular de una proteina SIRPa humana unida a la porcién intracelular
de una proteina SIRPa de ratdén, el método comprende modificar el genoma de un ratébn de manera que éste
comprenda un gen de SIRPa que codifique la porcién extracelular de una proteina SIRPa humana unida a la porcién
intracelular de una proteina SIRPa de raton para proporcionar de esta manera dicho raton. El gen de SIRPa puede
ser un gen de SIRPa como se describe en el presente documento. El gen de SIRPa puede comprender los exones
2, 3,y 4 de un gen de SIRPa humano.

En la presente descripcion se describe ademas un método para injertar células humanas a un raton, el método
comprende etapas para proporcionar un ratén cuyo genoma comprende un gen de SIRPa que codifica la porcion
extracelular de una proteina SIRPa humana unida a la porcion intracelular de una proteina SIRPa de ratén, y
trasplantar una o mas células humanas al ratén. El método puede comprender, ademas, como una etapa, ensayar el
injerto de una o mas células humanas en el ratén. La etapa de ensayar puede comprender comparar el injerto de
una o mas células humanas con el injerto en uno o mas ratones de tipo silvestre. La etapa de ensayar puede
comprender comparar el injerto de una o mas células humanas con el injerto en uno o mas ratones cuyo genoma no
comprende un gen de SIRPa que codifica la porcion extracelular de una proteina SIRPa humana unida a la porcién
intracelular de una proteina SIRPa de raton.

Las células humanas pueden ser células madre hematopoyéticas. Las células humanas pueden trasplantarse por
via intravenosa. Las células humanas pueden trasplantarse por via intraperitoneal. Las células humanas pueden
trasplantarse por via subcutanea.

En la presente descripcion se describe ademas un método que comprende las etapas de proporcionar una 0 mas
células cuyo genoma incluye un gen de SIRPa que codifica la porcién extracelular de una proteina SIRPa humana
unida a la porcion intracelular de una proteina SIRPa de raton, incubar una o mas células con un sustrato marcado,
y medir la fagocitosis del sustrato marcado por una o mas células. Las células pueden ser células de raton.

El sustrato puede estar marcado fluorescentemente. El sustrato puede estar marcado con un anticuerpo. El sustrato
puede ser uno o mas glébulos rojos. El sustrato puede ser una o mas células bacterianas.

En la presente descripcion se describe adicionalmente un método que comprende las etapas de proporcionar un
raton cuyo genoma incluye un gen de SIRPa que codifica la porcion extracelular de una proteina SIRPa humana
unida a la porcién intracelular de una proteina SIRPa de raton, exponer el ratén a un antigeno, y medir la fagocitosis
del antigeno por una o mas células del ratén. La etapa de exponer puede comprender exponer el ratén a un
antigeno que esta marcado fluorescentemente. La etapa de exponer puede comprender exponer el ratén a una o
mas células que comprenden el antigeno. La etapa de exponer puede comprender exponer el ratén a una o mas
células humanas que comprenden el antigeno. La etapa de exponer puede comprender exponer el ratén a una o
mas células bacterianas que comprenden el antigeno.

Un gen de SIRPa descrito en el presente documento comprende los exones 2, 3, y 4 de un gen de SIRPa humano.
Una porcion extracelular de una proteina SIRPa humana descrita en el presente documento puede comprender los
aminodcidos correspondientes a los residuos 28-362 de una proteina SIRPa humana que aparece en la Tabla 3. Un
gen de SIRPa descrito en el presente documento puede unirse operativamente a un promotor de SIRPa de ratén.
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En la presente descripcion se describe ademas un animal no humano que puede obtenerse por los métodos segun
se describen en el presente documento. Los animales no humanos descritos en el presente documento pueden no
expresar de manera detectable una porcion extracelular de una proteina SIRPa enddgena.

En la presente descripcion se describen ademas métodos para la identificacion o validaciéon de un farmaco o vacuna,
el método comprende las etapas de suministrar un farmaco o vacuna a un animal no humano como se describe en
el presente documento, y controlar una o mas de las respuestas inmunitarias al farmaco o vacuna, el perfil de
seguridad del farmaco o vacuna, o el efecto sobre una enfermedad o afeccién. El control del perfil de seguridad
puede incluir la determinacién de si el animal no humano exhibe un efecto secundario o reaccién adversa como
resultado del suministro del farmaco o vacuna. Un efecto secundario o reacciéon adversa puede seleccionarse de
morbilidad, mortalidad, alteraciéon del peso corporal, alteracion del nivel de una o mas enzimas (por ejemplo,
hepéticas), alteracion en el peso de uno o mas 6rganos, pérdida de funcion (por ejemplo, sensorial, motora, de
organos, etcétera), aumento de la susceptibilidad a una o mas enfermedades, alteraciones al genoma del animal no
humano, aumento o disminucién del consumo de alimentos y complicaciones de una o mas enfermedades.

En la presente descripcion se describe adicionalmente el uso de un animal no humano de la presente invencion en
el desarrollo de un farmaco o vacuna para su uso en medicina, tal como su uso como un medicamento.

En la presente descripcién se describe ademas el uso de un animal no humano descrito en el presente documento
para evaluar la eficacia de un farmaco terapéutico que se dirige a células humanas. Un animal no humano descrito
en el presente documento puede trasplantarse con células humanas, y puede administrarse al animal un candidato a
farmaco que se dirige a tales células humanas. La eficacia del farmaco se determina mediante el control de las
células humanas en el animal no humano después de la administracion del farmaco.

Los animales no humanos descritos en el presente documento pueden ser roedores, preferentemente un ratén o una
rata.

Como se usa en esta solicitud, los términos “alrededor de” y “aproximadamente” se usan como equivalentes.
Cualquier numero usado en esta solicitud con o sin alrededor de/aproximadamente pretende abarcar cualquiera de
las fluctuaciones normales apreciadas por un experto en la técnica en cuestion.

Otras caracteristicas, objetivos, y ventajas de la presente invencién son evidentes en la descripcion detallada a
continuacién. Debe entenderse, sin embargo, que la descripcidn detallada, si bien indica modalidades de la presente
invencién, se proporciona solamente a modo de ilustraciéon, no de limitacién. Diversos cambios y modificaciones
dentro del alcance de la invencién resultaran evidentes para los expertos en la técnica a partir de la descripcion
detallada.

Breve descripcion de las figuras
Las figuras incluidas en la presente descripcion solamente tienen propdésitos ilustrativos y no de limitacion.

La Figura 1 muestra un diagrama, no a escala, de un gen murino endégeno de SIRPa (superior) con cada exon
numerado. Se muestra un gen enddgeno de SIRPa humanizado (inferior) que contiene los exones 2-4 de un gen de
SIRPa humano y un casete de seleccién de neomicina (Ub-Neo) flanqueado por sitios de reconocimiento de
recombinasas sitio especificas (por ejemplo, loxP). La insercion dirigida de los exones 2-4 de un gen de SIRPa
humano da como resultado un gen endégeno que expresa un gen de SIRPa humanizado que tiene una region
extracelular correspondiente a una proteina SIRPa humana.

La Figura 2 muestra una superposicion de la expresién de SIRPa de ratones de tipo silvestre y heterocigotos para un
gen de SIRPa humanizado.

La Figura 3 muestra el por ciento de células CD45+ en diferentes cepas de ratones injertados con células CD34+
humanas.

La Figura 4 muestra el por ciento de células CD45+CD3+ en diferentes cepas de ratones injertados con células
CD34+ humanas.

La Figura 5 muestra el por ciento de células CD45+CD19+ en diferentes cepas de ratones injertados con células
CD34+ humanas.

La Figura 6 muestra que Ac 1 suprimi6 el crecimiento de tumores Raji de manera dependiente de la dosis en ratones
BRG SIRPa injertados con hCD34+. El volumen de los tumores Raji se midi6 en los dias 3, 6, 9, 13, 16, 20, 23, 27,
30 y 34 después de la implantacion del tumor. Se presentan los datos de los animales individuales (Paneles A-D).
Los ratones BRG SIRPa injertados con hCD34+ recibieron la administracion de 2 x 106 células tumorales Raji por
via subcutanea en el Dia 0. Los grupos control no recibieron anticuerpo (control de vehiculo) (Panel A). Para los
grupos experimentales, en el Dia 0 los ratones se trataron con una dosis IP de un Ac control de no unidn (control Ac
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5) a 0,4 mg/kg (Panel B), o Ac 1 a 0,4 mg/kg (Panel C) o 0,04 mg/kg (Panel D), seguido por dosis dos veces a la
semana por la duracién del estudio. Los datos compuestos para todos los grupos de prueba individuales se
muestran en la Figura 7.

La Figura 7 muestra que el Ac 1 suprimid significativamente el crecimiento de tumores Raji en comparacion con los
controles en ratones BRG SIRPa injertados con hCD34+. Los datos representan los datos compuestos de n=4-5
ratones por grupo como se muestra en la Figura 6. Los datos se expresan como media (SEM) y se analizaron
mediante el uso de andlisis de varianza (ANOVA) y pruebas post hoc para determinar los efectos significativos
(prueba de Tukey para el ANOVA de dos vias). Un ratén en el grupo control de vehiculo, el grupo Control de Ac 5, y
el grupo de Ac 1 a 0,4 mg/kg se excluyeron de este grafico compuesto debido a una muerte temprana, para analizar
los datos mediante ANOVA de dos vias.

La Figura 8 muestra que el Ac 1 no afectd el peso corporal en ratones BRG SIRPa injertados con hCD34+. Los
pesos corporales se midieron en los dias 3, 6, 9, 13, 16, 20, 23, 27, 30 y 34 después de la implantacién del tumor.
Se midieron los datos para los animales individuales (Paneles A-D). Los ratones BRG SIRPa injertados con hCD34+
recibieron la administracién de 2 x 106 células tumorales Raji por via subcutanea en el Dia 0. Los grupos control no
recibieron anticuerpo (control de vehiculo) (Panel A). Para los grupos experimentales, en el Dia O los ratones se
trataron con un dosis IP del Control de no unién de IgG1 Ac 5 a 0,4 mg/kg (Panel B) o Ac 1 a 0,4 mg/kg (Panel C) o
0,04 mg/kg (Panel D), seguido por dosis dos veces a la semana durante todo el estudio.

Definiciones

Esta invencion no se limita a los métodos particulares y condiciones experimentales descritos, ya que tales métodos
y condiciones pueden variar. Ademas, debe entenderse que la terminologia usada en la presente descripcion es
solamente para el propdsito de describir modalidades particulares, y no pretende ser limitante, dado que el alcance
de la presente invencion se define en las reivindicaciones.

A menos que se defina de cualquier otra manera, todos los términos y frases usados en la presente descripcion
incluyen los significados que se atribuyen a los términos y frases en la técnica, a menos que se indique claramente
lo contrario o resulte claramente evidente a partir del contexto en el cual se usa el término o frase. Aunque
cualquiera de los métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos en el presente documento puede
usarse en la practica o prueba de la presente invencion, a continuacién se describiran métodos y materiales
particulares.

El término “aproximadamente”, como se aplica en la presente descripciéon a uno o mas valores de interés, se refiere
a un valor que es similar a un valor de referencia indicado. En modalidades determinadas, el término
“aproximadamente” o “alrededor de” se refiere a un intervalo de valores que caen dentro de 25 %, 20 %, 19 %, 18 %,
17 %, 16 %, 15 %, 14 %, 13 %, 12 %, 11 %, 10 %, 9 %, 8 %, 7 %, 6 %, 5 %, 4 %, 3 %, 2 %, 1 %, 0 menos en
cualquier direccion (mayor o menor) del valor de referencia indicado a menos que se indique de cualquier otra
manera o resulte evidente de cualquier otra manera a partir del contexto (excepto cuando tal numero exceda el 100
% de un valor posible).

El término “biolégicamente activo” como se usa en la presente descripcion se refiere a una caracteristica de
cualquier agente que tenga actividad en un sistema biolégico, in vitro o in vivo (por ejemplo, en un organismo). Por
ejemplo, un agente que, cuando esta presente en un organismo, tiene un efecto biolégico dentro de ese organismo,
se considera biolégicamente activo. En modalidades particulares, cuando una proteina o polipéptido es
biolbgicamente activo, una porcion de esa proteina o polipéptido que comparte al menos una actividad biolégica de
la proteina o polipéptido se refiere tipicamente como una porcion “biolégicamente activa”.

El término “comparable”, como se usa en la presente descripcién, se refiere a dos 0 mas agentes, entidades,
situaciones, conjuntos de condiciones, etcétera, que pueden no ser idénticos entre si pero que son suficientemente
similares para permitir la comparacion entre ellos de manera que puedan obtenerse conclusiones razonablemente
en base a las diferencias o las similitudes observadas. Los expertos en la técnica entenderan, en el contexto, cual es
el grado de identidad requerido en cualquier circunstancia determinada para que dos o mas de tales agentes,
entidades, situaciones, conjuntos de condiciones, etcétera, se consideren comparables.

El término "conservador" como se usa en la presente descripcidon para describir una sustitucion de aminoacidos
conservadora, se refiere a la sustitucion de un residuo de aminoéacido por otro residuo de aminoéacido que tiene un
grupo R de cadena lateral con propiedades quimicas similares (por ejemplo, carga o hidrofobicidad). En general, una
sustitucién de aminoacido conservadora no cambiara sustancialmente las propiedades funcionales de interés de una
proteina, por ejemplo, la capacidad de un receptor de unirse a un ligando. Los ejemplos de grupos de aminoacidos
gue tienen cadenas laterales con propiedades quimicas similares incluyen cadenas laterales alifaticas tales como
glicina, alanina, valina, leucina, e isoleucina; cadenas laterales hidroxialifaticas tales como serina y treonina;
cadenas laterales que contienen grupo amida tales como asparagina y glutamina; cadenas laterales aromaticas tales
como fenilalanina, tirosina, y triptéfano; cadenas laterales basicas tales como lisina, arginina e histidina; cadenas
laterales acidas tales como acido aspartico y acido glutamico; y, cadenas laterales que contienen azufre tales como
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cisteina y metionina. Los grupos de sustituciones conservadoras de aminodacidos incluyen, por ejemplo,
valina/leucina/isoleucina, fenilalanina/tirosina, lisina/arginina, alanina/valina, glutamato/aspartato, y
asparagina/glutamina. En algunas modalidades, una sustitucion de aminoacido conservadora puede ser una
sustitucion de cualquier residuo nativo en una proteina con alanina, como se usa, por ejemplo, en la mutagénesis
por barrido de alanina. En algunas modalidades, se produce una sustitucién conservadora que tiene un valor positivo
en la matriz de probabilidad logaritmica PAM250 descrita en Gonnet y otros (1992) Exhaustive Matching of the Entire
Protein Sequence Database, Science 256:1443-45. En algunas modalidades, la sustitucion es una sustitucion
moderadamente conservadora en donde la sustitucién tiene un valor no negativo en la matriz de probabilidad
logaritmica PAM250.

El término "interrupciéon” como se usa en la presente descripcion se refiere al resultado de un evento de
recombinacion homologa con una molécula de ADN (por ejemplo, con una secuencia homdloga endégena tal como
un gen o locus génico). En algunas modalidades, una interrupcién puede lograr o representar una inserciéon, una
delecién, una sustituciéon, un reemplazo, una mutacién con pérdida de sentido, o un desplazamiento del marco de
una(s) secuencia(s) de ADN, o cualquier combinacién de estos. Las inserciones pueden incluir la insercion de genes
completos o fragmentos de genes, por ejemplo, exones, que pueden ser de un origen distinto al de la secuencia
endoégena. En algunas modalidades, una interrupcién puede aumentar la expresion y/o actividad de un gen o
producto génico (por ejemplo, de una proteina codificada por un gen). En algunas modalidades, una interrupcion
puede disminuir la expresion y/o actividad de un gen o producto génico. En algunas modalidades, una interrupcion
puede alterar la secuencia de un gen o un producto génico codificado (por ejemplo, una proteina codificada). En
algunas modalidades, una interrupcion puede truncar o fragmentar un gen o un producto génico codificado (por
ejemplo, una proteina codificada). En algunas modalidades, una interrupcién puede extender un gen o un producto
génico codificado; en algunas de tales modalidades, una interrupcion puede lograr el ensamblaje de una proteina de
fusion. En algunas modalidades, una interrupcion puede afectar el nivel pero no la actividad de un gen o producto
génico. En algunas modalidades, una interrupcion puede afectar la actividad pero no el nivel de un gen o producto
génico. En algunas modalidades, una interrupcién puede no tener un efecto significativo sobre el nivel de un gen o
producto génico. En algunas modalidades, una interrupciéon puede no tener un efecto significativo sobre la actividad
de un gen o producto génico. En algunas modalidades, una interrupciéon puede no tener un efecto significativo sobre
el nivel o la actividad de un gen o producto génico.

La frase "locus enddgeno” o "gen enddgeno” como se usa en la presente descripcion se refiere a un locus genético
encontrado en un organismo parental o de referencia antes de la introduccién de una interrupcion, delecién,
reemplazo, alteracién, o modificacidn como se describe en el presente documento. En algunas modalidades, el locus
enddgeno tiene una secuencia que se encuentra en la naturaleza. En algunas modalidades, el locus enddgeno es un
locus de tipo silvestre. En algunas modalidades, el organismo de referencia es un organismo de tipo silvestre. En
algunas modalidades, el organismo de referencia es un organismo disefiado. En algunas modalidades, el organismo
de referencia es un organismo criado en un laboratorio (ya sea de tipo silvestre o disefiado).

La frase "promotor endégeno” se refiere a un promotor que se asocia naturalmente, por ejemplo, en un organismo
de tipo silvestre, con un gen endégeno.

El término "heter6logo” como se usa en la presente descripcion se refiere a un agente o entidad de una fuente
diferente. Por ejemplo, cuando se usa en referencia a un polipéptido, gen, o producto génico o presente en una
célula u organismo particulares, el término aclara que el polipéptido, gen, o producto génico relevantes 1) se disefid
por el hombre; 2) se introdujo en la célula u organismo (o un precursor de este) por accion del hombre (por ejemplo,
por medio de ingenieria genética); y/o 3) no se produce o no estid presente de manera natural en la célula u
organismo relevantes (por ejemplo, el tipo de célula o el tipo de organismo relevantes).

El término "célula huésped” como se usa en la presente descripcién se refiere a una célula en la cual se ha
introducido un acido nucleico o una proteina heterélogos (por ejemplo, exdgenos). Después de leer esta descripcion
los expertos entenderan que dicho término no se refiere solamente a la célula particular en cuestién, sino que se
usa, ademas, para referirse a la progenie de una célula de este tipo. Debido a que pueden producirse determinadas
modificaciones en las generaciones posteriores ya sea debido a una mutacion o a influencias del ambiente, tal
progenie puede no ser, de hecho, idéntica a la célula parental, pero aun asi se incluye dentro del alcance del término
"célula huésped" como se usa en la presente descripcion. En algunas modalidades, una célula huésped es, o
comprende, una célula procariota o eucariota. En general, una célula huésped es cualquier célula que sea adecuada
para recibir y/o producir un acido nucleico o una proteina heterélogos, independientemente del reino de la vida al
gue pertenece la célula. Las células ilustrativas incluyen las de organismos procariotas y eucariotas (unicelulares o
pluricelulares), células bacterianas (por ejemplo, cepas de E. coli, Bacillus spp., Streptomyces spp., etcétera), células
de micobacterias, células fungicas, células de levaduras (por ejemplo, S. cerevisiae, S. pombe, P. pastoris, P.
methanolica, etcétera), células vegetales, células de insectos (por ejemplo, SF-9, SF-21, células de insectos
infectadas con baculovirus, Trichoplusia ni, etcétera), células de animales no humanos, células humanas, o fusiones
de células tales como, por ejemplo, hibridomas o cuadromas. En algunas modalidades, la célula es una célula
humana, de mono, simio, hamster, rata, o ratén. En algunas modalidades, la célula es eucariota y se selecciona de
las siguientes células: CHO (por ejemplo, CHO K1, DXB-11 CHO, Veggie-CHO), COS (por ejemplo, COS-7), célula
de retina, Vero, CV1, renal (por ejemplo, HEK293, 293 EBNA, MSR 293, MDCK, HaK, BHK), HelLa, HepG2, WI38,
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MRC 5, Colo205, HB 8065, HL-60, (por ejemplo, BHK21), Jurkat, Daudi, A431 (epidérmica), CV-1, U937, 3T3, célula
L, célula C127, SP2/0, NS-0, MMT 060562, célula de Sertoli, célula BRL 3A, célula HT1080, célula de mieloma,
célula tumoral, y una linea celular derivada de una célula mencionada anteriormente. En algunas modalidades, la
célula comprende uno o mas genes virales, por ejemplo, una célula de retina que expresa un gen viral (por ejemplo,
una célula PER.C6™). En algunas modalidades, una célula huésped es, o comprende, una célula aislada. En
algunas modalidades, una célula huésped es parte de un tejido. En algunas modalidades, una célula huésped es
parte de un organismo.

El término "humanizado" se usa en la presente descripcién de acuerdo con el significado que se entiende en la
técnica para referirse a acidos nucleicos o proteinas cuyas estructuras (es decir, secuencias de nucleétidos o
aminoacidos) incluyen porciones que se corresponden sustancial o idénticamente con estructuras de un gen o
proteina particulares que se encuentran en la naturaleza en un animal no humano, e incluyen, ademas, porciones
gue se diferencian de la encontrada en el gen o proteina no humanos particulares en cuestion y en lugar de eso se
corresponden de manera mas cercana con estructuras comparables que se encuentran en un gen o proteina
humanos correspondientes. Un gen “humanizado” puede ser uno que codifica un polipéptido que tiene la secuencia
de aminoacidos sustancialmente igual a la de un polipéptido humano (por ejemplo, una proteina humana o porcion
de esta — por ejemplo, una porcién caracteristica de esta). Para dar un ejemplo, en el caso de un receptor de
membrana, un gen “humanizado” puede codificar un polipéptido que tiene una porciéon extracelular que tiene una
secuencia de aminoacidos igual a la de una porcién extracelular humana y la secuencia restante igual a la de un
polipéptido no humano (por ejemplo, de ratén). Un gen humanizado puede comprender al menos una porcion de una
secuencia de ADN de un gen humano. Un gen humanizado puede comprender una secuencia de ADN completa de
un gen humano. Una proteina humanizada puede comprender una secuencia que tiene una porcién que aparece en
una proteina humana. Una proteina humanizada puede comprender una secuencia completa de una proteina
humana y se expresa a partir de un locus enddgeno de un animal no humano que corresponde al homdlogo o al
ortélogo del gen humano.

El término "identidad" como se usa en la presente descripcidn en relacion con una comparacion de secuencias, se
refiere a la identidad determinada mediante una serie de algoritmos diferentes conocidos en la técnica que pueden
usarse para medir la identidad de secuencias de nucleétidos y/o aminoacidos. En algunas modalidades, las
identidades como se describen en el presente documento se determinan con el uso de un alineamiento ClustalW v.
1,83 (lento) que emplea una penalizacién por apertura de interrupcion de 10,0, una penalizacién por extension de
interrupcion de 0,1, y el uso de una matriz de similitud de Gonnet (MACVECTOR™ 10.0.2, MacVector Inc., 2008).

El término "aislado” como se usa en la presente descripcion, se refiere a una sustancia y/o entidad que (1) se ha
separado de al menos algunos de los componentes con los que se asociaba cuando se produjo inicialmente (ya sea
naturalmente y/o en un entorno experimental), y/o (2) se ha disefiado, producido, preparado, y/o fabricado por la
obra del hombre. Las sustancias y/o entidades aisladas pueden separarse de aproximadamente 10 %,
aproximadamente 20 %, aproximadamente 30 %, aproximadamente 40 %, aproximadamente 50 %,
aproximadamente 60 %, aproximadamente 70 %, aproximadamente 80 %, aproximadamente 90 %,
aproximadamente 91 %, aproximadamente 92 %, aproximadamente 93 %, aproximadamente 94 %,
aproximadamente 95 9%, aproximadamente 96 %, aproximadamente 97 %, aproximadamente 98 %,
aproximadamente 99 %, o mas de aproximadamente 99 % de los otros componentes con los que se asociaban
inicialmente. En algunas modalidades, los agentes aislados son aproximadamente 80 %, aproximadamente 85 %,
aproximadamente 90 %, aproximadamente 91 %, aproximadamente 92 %, aproximadamente 93 %,
aproximadamente 94 %, aproximadamente 95 %, aproximadamente 96 %, aproximadamente 97 9%,
aproximadamente 98 %, aproximadamente 99 %, o mas de aproximadamente 99 % puros. Como se usa en la
presente descripcién, una sustancia es “pura” si estd sustancialmente libre de otros componentes. En algunas
modalidades, como entenderan los expertos en la técnica, una sustancia aln puede considerarse “aislada” o incluso
“pura”, después de combinarse con otros componentes determinados tales como, por ejemplo, uno o mas
portadores o excipientes (por ejemplo, tampdn, disolvente, agua, etcétera); en tales modalidades, el porcentaje de
aislamiento o pureza de la sustancia se calcula sin incluir tales portadores o excipientes. Solo para dar un ejemplo,
en algunas modalidades, un polimero biol6égico tal como un polipéptido o un polinucleétido que se produce en la
naturaleza se considera “aislado” cuando: a) en virtud de su origen o fuente de obtencién no se asocia con algunos o
todos los componentes que lo acompafian en su estado nativo en la naturaleza; b) esta sustancialmente libre de
otros polipéptidos o acidos nucleicos de la misma especie de la especie que lo produce en la naturaleza; o c) se
expresa por, o se encuentra de cualquier otra manera en asociacion con componentes de una célula u otro sistema
de expresion que no es de la especie que lo produce en la naturaleza. Asi, por ejemplo, en algunas modalidades, un
polipéptido que se sintetiza quimicamente o0 se sintetiza en un sistema celular diferente al que lo produce en la
naturaleza se considera un polipéptido "aislado”. Alternativamente o adicionalmente, en algunas modalidades, un
polipéptido que se ha sometido a una o mas técnicas de purificacion puede considerarse un polipéptido “aislado” en
la medida que se ha separado de otros componentes a) con los que se asocia en la nhaturaleza; y/o b) con los que se
asociaba cuando se produjo inicialmente.

La frase “animal no humano” como se usa en la presente descripcion se refiere a cualquier organismo vertebrado
gue no es un ser humano. En algunas modalidades, un animal no humano es un cicléstomo, un pez éseo, un pez
cartilaginoso (por ejemplo, un tiburdbn o una raya), un anfibio, un reptil, un mamifero, y un ave. En algunas
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modalidades, un mamifero no humano es un primate, una cabra, una oveja, un cerdo, un perro, una vaca, 0 un
roedor. En algunas modalidades, el animal no humano es un roedor tal como una rata o un raton.

La frase "acido nucleico”, como se usa en la presente descripcion, en su sentido mas amplio, se refiere a cualquier
compuesto y/o sustancia que sea una cadena oligonucleotidica, o que puede incorporarse a esta. En algunas
modalidades, un acido nucleico es un compuesto y/o sustancia que sea una cadena oligonucleotidica, o pueda
incorporarse a esta, por medio de un enlace fosfodiéster. Como resultara evidente a partir del contexto, en algunas
modalidades, “acido nucleico” se refiere a residuos de acidos nucleicos individuales (por ejemplo, nucleétidos y/o
nucledsidos); en algunas modalidades, “acido nucleico” se refiere a una cadena oligonucleotidica que comprende
residuos de acidos nucleicos individuales. En algunas modalidades, un “acido nucleico” es o comprende ARN; en
algunas modalidades, un “acido nucleico” es o comprende ADN. En algunas modalidades, un acido nucleico es,
comprende, o consiste en uno 0 mas residuos de acidos nucleicos naturales. En algunas modalidades, un &cido
nucleico es, comprende, o consiste en uno o mas analogos de acidos nucleicos. En algunas modalidades, un
analogo de acido nucleico se diferencia de un acido nucleico en que no utiliza una cadena principal con enlaces
fosfodiéster. Por ejemplo, en algunas modalidades, un acido nucleico es, comprende, o consiste en uno o mas
“acidos nucleicos peptidicos”, que se conocen en la técnica y tienen enlaces peptidicos en lugar de enlaces
fosfodiéster en la cadena principal, y se consideran dentro del alcance de la presente invencion. Alternativamente o
adicionalmente, en algunas modalidades, un acido nucleico tiene uno o mas enlaces fosforotioato y/o 5'-N-
fosforamidita en lugar de enlaces fosfodiéster. En algunas modalidades, un acido nucleico es, comprende, o consiste
en uno o mas nucledsidos naturales (por ejemplo, adenosina, timidina, guanosina, citidina, uridina, desoxiadenosina,
desoxitimidina, desoxiguanosina, y desoxicitidina). En algunas modalidades, un acido nucleico es, comprende, o
consiste en uno o mas analogos de nucledsidos (por ejemplo, 2-aminoadenosina, 2-tiotimidina, inosina,
pirrolopirimidina, 3-metiladenosina, 5-metilcitidina, C-5 propinilcitidina, C-5 propiniluridina, 2-aminoadenosina, C5-
bromouridina, C5-fluorouridina, C5-yodouridina, C5-propiniluridina, C5-propinilcitidina, C5-metilcitidina, 2-
aminoadenosina, 7-deazaadenosina, 7-deazaguanosina, 8-oxoadenosina, 8-oxoguanosina, 0(6)-metilguanina, 2-
tiocitidina, bases metiladas, bases intercaladas, y combinaciones de estos). En algunas modalidades, un acido
nucleico comprende uno o mas azlcares modificados (por ejemplo, 2'-fluororribosa, ribosa, 2’-desoxirribosa,
arabinosa, y hexosa) en comparacioén con los que se encuentran en los acidos nucleicos naturales. En algunas
modalidades, un &cido nucleico tiene una secuencia de nucleétidos que codifica un producto génico funcional tal
como un ARN o una proteina. En algunas modalidades, un acido nucleico incluye uno o mas intrones. En algunas
modalidades, los acidos nucleicos se preparan mediante uno o mas de lo siguiente: aislamiento a partir de una
fuente natural, sintesis enzimatica por polimerizacion basada en un molde complementario (in vivo o in vitro),
reproduccion en una célula o sistema recombinantes, y sintesis quimica. En algunas modalidades, un acido nucleico
es de al menos 3, 4,5, 6, 7, 8,9, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 110, 120,
130, 140, 150, 160, 170, 180, 190, 20, 225, 250, 275, 300, 325, 350, 375, 400, 425, 450, 475, 500, 600, 700, 800,
900, 1000, 1500, 2000, 2500, 3000, 3500, 4000, 4500, 5000 o mas residuos de longitud. En algunas modalidades,
un Aacido nucleico es monocatenario; en algunas modalidades, un acido nucleico es bicatenario. En algunas
modalidades, un &cido nucleico tiene una secuencia de nucle6tidos que comprende al menos un elemento que
codifica un polipéptido, o es el complemento de una secuencia que codifica un polipéptido. En algunas modalidades,
un acido nucleico tiene actividad enzimética.

La frase "unido operativamente”, como se usa en la presente descripcion, se refiere a una yuxtaposicion en donde
los componentes descritos se encuentran en una relacion que les permite funcionar en su manera prevista. Una
secuencia de control "unida operativamente" a una secuencia codificante se une de manera tal que la expresion de
la secuencia codificante se logra en condiciones compatibles con las secuencias de control. Las secuencias "unidas
operativamente" incluyen las secuencias de control de la expresion contiguas al gen de interés y las secuencias de
control de la expresion que actlan en trans o a una distancia para controlar el gen de interés. El término "secuencia
de control de la expresion” como se usa en la presente descripcion se refiere a secuencias de polinucleétidos, que
son necesarias para efectuar la expresion y el procesamiento de las secuencias codificantes a las que se unen. Las
secuencias de control de la expresion incluyen secuencias adecuadas de iniciacion, de terminacion, promotoras y
potenciadoras de la transcripcion; sefiales para el procesamiento eficiente del ARN tales como sefiales de corte y
empalme y de poliadenilacién; secuencias que estabilizan el ARNm citoplasmatico; secuencias que mejoran la
eficiencia de la traduccién (es decir, la secuencia consenso Kozak); secuencias que mejoran la estabilidad de las
proteinas; y cuando convenga, secuencias que mejoran la secrecién de proteinas. La naturaleza de tales secuencias
de control se diferencia en dependencia del organismo huésped. Por ejemplo, en procariotas, tales secuencias de
control generalmente incluyen promotor, sitio de union al ribosoma, y secuencia de terminacion de la transcripcion,
mientras que en eucariotas, tipicamente, tales secuencias de control incluyen promotores y secuencia de
terminacion de la transcripcion. El término "secuencias de control" se destina a incluir componentes cuya presencia
es esencial para la expresién y el procesamiento, y puede incluir, ademas, componentes adicionales cuya presencia
es ventajosa, por ejemplo, secuencias lider y secuencias de pareja de fusion.

El término "polipéptido”, como se usa en la presente descripcion, se refiere a cualquier cadena polimérica de
aminoacidos. En algunas modalidades, un polipéptido tiene una secuencia de aminoacidos que se produce en la
naturaleza. En algunas modalidades, un polipéptido tiene una secuencia de aminoacidos que no se produce en la
naturaleza. En algunas modalidades, un polipéptido tiene una secuencia de aminoacidos disefiada por ingenieria
genética debido a que se disefia y/o se produce a través de la accion del hombre.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2624614 T3

El término "recombinante”, como se usa en la presente descripcién, esta destinado a referirse a polipéptidos (por
ejemplo, proteinas reguladoras de sefiales como se describe en el presente documento) que se disefian, modifican
por ingenieria genética, se preparan, expresan, crean o aislan por medios recombinantes, tales como polipéptidos
expresados mediante el uso de un vector de expresion recombinante transfectado en una célula huésped,
polipéptidos aislados a partir de una libreria combinatoria de polipéptidos humanos recombinantes (Hoogenboom H.
R., (1997) TIB Tech. 15:62-70; Azzazy H., e Highsmith W. E., (2002) Clin. Biochem. 35:425-445; Gavilondo J. V., y
Larrick J. W. (2002) BioTechniques 29:128-145; Hoogenboom H., y Chames P. (2000) Immunology Today 21:371-
378), anticuerpos aislados a partir de un animal (por ejemplo, un ratdn) que es transgénico para genes de
inmunoglobulina humana (ver por ejemplo, Taylor, L. D., y otros (1992) Nucl. Acids Res. 20:6287-6295; Kellermann
S-A., y Green L. L. (2002) Current Opinion in Biotechnology 13:593-597; Little M. y otros (2000) Immunology Today
21:364-370) o polipéptidos preparados, expresados, creados o aislados por cualquier otro medio que implique el
corte y empalme de elementos de secuencia seleccionados entre si. En algunas modalidades, uno o mas de tales
elementos de secuencia seleccionados se encuentran en la naturaleza. En algunas modalidades, uno o mas de tales
elementos de secuencia seleccionados se disefian in silico. En algunas modalidades, uno o mas de tales elementos
de secuencia seleccionados son el resultado de la mutagénesis (por ejemplo, in vivo o in vitro) de un elemento de
secuencia conocido, por ejemplo, a partir de una fuente natural o sintética. Por ejemplo, en algunas modalidades, un
polipéptido recombinante se compone de secuencias que se encuentran en el genoma de un organismo fuente de
interés (por ejemplo, ser humano, ratén, etcétera). En algunas modalidades, un polipéptido recombinante tiene una
secuencia de aminoéacidos que es el resultado de la mutagénesis (por ejemplo, in vitro o in vivo, por ejemplo, en un
animal no humano), de manera que las secuencias de aminoacidos de los polipéptidos recombinantes son
secuencias que, aunque se originan de secuencias de polipéptidos y se relacionan con estas, pueden no existir
naturalmente dentro del genoma de un animal no humano in vivo.

El término "reemplazo” se usa en la presente descripcion para referirse a un proceso a través del cual una secuencia
de &cido nucleico “reemplazada” (por ejemplo, un gen) que se encuentra en un locus huésped (por ejemplo, en un
genoma) se elimina de ese locus, y un acido nucleico diferente, de “reemplazo” se coloca en su lugar. En algunas
modalidades, la secuencia de acido nucleico reemplazada y las secuencias de acidos nucleicos de reemplazo son
comparables entre si porque, por ejemplo, son homélogas entre si y/o contienen elementos correspondientes (por
ejemplo, elementos que codifican proteinas, elementos reguladores, etcétera). En algunas modalidades, una
secuencia de acido nucleico reemplazada incluye uno o mas de un promotor, un potenciador, un sitio donante de
corte y empalme, un sitio receptor de corte y empalme, un intrén, un exén, una regién no traducida (UTR); en
algunas modalidades, una secuencia de acido nucleico de reemplazo incluye una o mas secuencias codificantes. En
algunas modalidades, una secuencia de acido nucleico de reemplazo es un homélogo de la secuencia de acido
nucleico reemplazada. En algunas modalidades, una secuencia de acido nucleico de reemplazo es un ortélogo de la
secuencia reemplazada. En algunas modalidades, una secuencia de &cido nucleico de reemplazo es, o comprende,
una secuencia de acido nucleico humana. En algunas modalidades, que incluyen cuando la secuencia de acido
nucleico de reemplazo es, o comprende, una secuencia de acido nucleico humana, la secuencia de acido nucleico
reemplazada es, o comprende, una secuencia de roedor (por ejemplo, una secuencia de raton). La secuencia de
acido nucleico asi colocada puede incluir una 0 mas secuencias reguladoras que son parte de la secuencia de acido
nucleico fuente usada para obtener la secuencia asi colocada (por ejemplo, promotores, potenciadores, regiones 5' o
3' no traducidas, etcétera). Por ejemplo, en diversas modalidades, el reemplazo es una sustitucién de una secuencia
enddgena con una secuencia heteréloga que da como resultado la produccién de un producto génico a partir de la
secuencia de acido nucleico asi colocada (que comprende la secuencia heterdloga), pero no la expresion de la
secuencia endégena; el reemplazo es de una secuencia gendmica endogena con una secuencia de acido nucleico
que codifica una proteina que tiene una funcion similar a la de la proteina codificada por la secuencia endégena (por
ejemplo, la secuencia genémica endégena codifica una proteina SIRPa, y el fragmento de ADN codifica una 0 mas
proteinas SIRPa humanas). En diversas modalidades, un gen endégeno o un fragmento de este se reemplaza con
un gen humano correspondiente o un fragmento de este. Un gen humano correspondiente o un fragmento de este
es un gen humano o un fragmento que es un ortélogo, o es sustancialmente similar o igual en estructura y/o funcion,
con el gen end6geno o fragmento de este que se reemplaza.

La frase "proteina reguladora de sefiales" o "SIRP" como se usa en la presente descripcion se refiere a un receptor
proteico regulador de sefiales, por ejemplo, un receptor de SIRPa. Los genes de SIRP incluyen un receptor de la
membrana plasmatica que se expresa en la superficie de una célula y sirve como una proteina reguladora implicada
en las interacciones entre las proteinas de la superficie de la membrana en los leucocitos. Dentro de los genes de
SIRP, se han descrito variantes polimdrficas en sujetos humanos. A modo de ilustracion, las secuencias de
nucledtidos y de aminoacidos de los genes de SIRP de raton y humano se proporcionan en la Tabla 1. Después de
leer esta descripcion los expertos reconoceran que uno o mas genes de receptores SIRP enddgenos en un genoma
(o todos) pueden reemplazarse con uno o mas genes de SIRP heterélogos (por ejemplo, variantes polimoérficas,
subtipos 0 mutantes, genes de otras especies, formas humanizadas, etcétera).

Una "célula que expresa SIRP" como se usa en la presente descripcion se refiere a una célula que expresa un
receptor proteico regulador de sefiales. En algunas modalidades, una célula que expresa SIRP expresa un receptor
proteico regulador de sefales en su superficie. En algunas modalidades, una proteina SIRP se expresa en la
superficie de la célula en una cantidad suficiente para mediar las interacciones célula a célula por medio de la
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proteina SIRP expresada en la superficie de la célula. Las células que expresan SIRP ilustrativas incluyen neuronas,
linfocitos, células mieloides, macréfagos, neutréfilos, y células asesinas naturales (NK). Las células que expresan
SIRP regulan la interaccion de las células inmunitarias para regular la respuesta inmunitaria a diversos antigenos o
patégenos extrafios. Los animales no humanos descritos en el presente documento pueden demostrar una
regulacion de las células inmunitarias por medio de receptores SIRP humanizados expresados en la superficie de
una o mas células del animal no humano.

El término “sustancialmente” como se usa en la presente descripcion se refiere a la condicion cualitativa de exhibir
una medida o grado total o casi total de una caracteristica o propiedad de interés. Un experto en las técnicas
biolégicas entendera que los fendmenos bioldgicos y quimicos pocas veces, si alguna vez lo hacen, llegan a su
terminacion y/o proceden hasta la totalidad o logran o evitan un resultado absoluto. Por lo tanto, el término
“sustancialmente” se usa en la presente descripcion para capturar la carencia potencial de totalidad inherente en
muchos fenémenos bioldgicos y quimicos.

La frase “homologia sustancial” como se usa en la presente descripcion se refiere a una comparaciéon entre
secuencias de aminoacidos o acidos nucleicos. Como apreciaran los expertos en la técnica, generalmente dos
secuencias se consideran “sustancialmente homologas” si contienen residuos homologos en las posiciones
correspondientes. Los residuos homélogos pueden ser residuos idénticos. Alternativamente, los residuos homélogos
pueden ser residuos no idénticos pero con caracteristicas estructurales y/o funcionales adecuadamente similares.
Por ejemplo, como bien conocen los expertos en la técnica, determinados aminoacidos se clasifican tipicamente
como aminoacidos “hidrofébicos” o “hidrofilicos”, y/o con cadenas laterales “polares” o “no polares”. La sustitucion de
un aminoéacido por otro del mismo tipo puede considerarse frecuentemente una sustitucion “homéloga”. Las
clasificaciones de aminoacidos tipicas se resumen en la Tabla 1y 2.

Tabla 1
Alanina Ala A no polar neutro 1,8
Arginina Arg R polar positivo -4.5
Asparagina Asn N polar neutro -3,5
Acido aspartico Asp D polar negativo  -3,5
Cisteina Cys C no polar neutro 2,5
Acido glutamico Glu E polar negativo  -3,5
Glutamina GIn Q polar neutro -3,5
Glicina Gly G no polar neutro -0,4
Histidina His H polar positivo -3,2
Isoleucina lle | no polar neutro 4.5
Leucina Leu L no polar neutro 3,8
Lisina Lys K polar positivo -3,9
Metionina Met M no polar neutro 1,9
Fenilalanina Phe F no polar neutro 2,8
Prolina Pro P no polar neutro -1,6
Serina Ser S polar neutro -0,8
Treonina Thr T polar neutro -0,7
Triptoéfano Trp W no polar neutro -0,9
Tirosina Tyr Y polar neutro -1,3
Valina Val \Y no polar neutro 4,2
Tabla 2
Aminoacidos ambiguos 3 Letras 1 Letra
Asparagina o acido aspartico Asx B
Glutamina o &cido glutamico Glx 4
Leucina o Isoleucina Xle J
Aminoacido no especificado o desconocido Xaa X

Como bien se conoce en esta técnica, las secuencias de aminoacidos o de &acidos nucleicos pueden compararse
con el uso de cualquiera de una variedad de algoritmos, que incluyen los disponibles en programas informaticos
comerciales tales como BLASTN para secuencias de nucledtidos y BLASTP, Gapped BLAST, y PSI-BLAST para
secuencias de aminoacidos. Programas ilustrativos de este tipo se describen en Altschul, y otros, Basic local
alignment search tool, J. Mol. Biol., 215(3): 403-410, 1990; Altschul, y otros, Methods in Enzymology; Altschul, y
otros, "Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation of protein database search programs”, Nucleic Acids Res.
25:3389-3402, 1997; Baxevanis, y otros, Bioinformatics: A Practical Guide to the Analysis of Genes and Proteins,
Wiley, 1998; y Misener, y otros, (eds.), Bioinformatics Methods and Protocols (Methods in Molecular Biology, Vol.
132), Humana Press, 1999. Ademas de identificar secuencias homologas, los programas mencionados
anteriormente proporcionan tipicamente una indicacion del grado de homologia. En algunas modalidades, dos
secuencias se consideran sustancialmente homélogas si al menos 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85
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%, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o0 mas de sus residuos correspondientes son
homoélogos en un tramo de residuos en cuestidon. En algunas modalidades, el tramo en cuestidon es una secuencia
completa. En algunas modalidades, el tramo en cuestiéon es de al menos 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 o mas
residuos. En algunas modalidades, el tramo en cuestion incluye residuos contiguos a lo largo de una secuencia
completa. En algunas modalidades, el tramo en cuestion incluye residuos discontinuos a lo largo de una secuencia
completa. En algunas modalidades, el tramo en cuestion es de al menos 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 0 mas
residuos.

La frase “identidad sustancial” como se usa en la presente descripcién se refiere a una comparacion entre
secuencias de aminodacidos o de acidos nucleicos. Como apreciaran los expertos en la técnica, generalmente, dos
secuencias se consideran “sustancialmente idénticas” si contienen residuos idénticos en las posiciones
correspondientes. Como bien se conoce en esta técnica, las secuencias de aminoacidos o de acidos nucleicos
pueden compararse con el uso de cualquiera de una variedad de algoritmos, que incluyen los disponibles en
programas informaticos comerciales tales como BLASTN para secuencias de nucledtidos y BLASTP, Gapped
BLAST, y PSI-BLAST para secuencias de aminoacidos. Programas ilustrativos de este tipo se describen en Altschul,
y otros, Basic local alignment search tool, J. Mol. Biol., 215(3): 403-410, 1990; Altschul, y otros, Methods in
Enzymology; Altschul y otros, Nucleic Acids Res. 25:3389-3402, 1997; Baxevanis y otros, Bioinformatics: A Practical
Guide to the Analysis of Genes and Proteins, Wiley, 1998; y Misener, y otros, (eds.), Bioinformatics Methods and
Protocols (Methods in Molecular Biology, Vol. 132), Humana Press, 1999. Ademas de identificar secuencias
idénticas, los programas mencionados anteriormente proporcionan tipicamente una indicacién del grado de
identidad. En algunas modalidades, dos secuencias se consideran sustancialmente idénticas si al menos 50 %, 55
%, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o0 mas de
sus residuos correspondientes son idénticos en un tramo de residuos en cuestion. En algunas modalidades, el tramo
en cuestion es una secuencia completa. En algunas modalidades, el tramo en cuestiéon es de al menos 10, 15, 20,
25, 30, 35, 40, 45, 50, 0 mas residuos.

La frase "vector de transformacion” o "construccion de transformacion” como se usa en la presente descripcion se
refiere a una molécula polinucleotidica que comprende una regién de transformacion. Una regién de transformacion
comprende una secuencia que es idéntica o sustancialmente idéntica a una secuencia en una célula, tejido o animal
objetivo y proporciona la integracion de la construccion de transformacién en una posicion dentro del genoma de la
célula, tejido o animal por medio de recombinacién homdloga. Se incluyen, ademas, las regiones de transformacion
que se dirigen hacia el objetivo con el uso de sitios de reconocimiento de recombinasas sitio especificas (por
ejemplo, sitios loxP o Frt). En algunas modalidades, una construccion de transformacion de la presente invencién
comprende, ademas, una secuencia de acido nucleico o gen de interés particular, un marcador de seleccion,
secuencias de control y/o reguladoras, y otras secuencias de acidos nucleicos que permiten la recombinacion
mediada por la adicién exdgena de proteinas que ayudan o facilitan la recombinacién que involucra a dichas
secuencias. En algunas modalidades, una construccion de transformacion de la presente invencion comprende,
ademas, un gen de interés en su totalidad o en parte, en donde el gen de interés es un gen heterélogo que codifica
una proteina, en su totalidad o en parte, que tiene una funcion similar a la de una proteina codificada por una
secuencia endégena.

El término “variante” como se usa en la presente descripcion se refiere a una entidad que muestra una identidad
estructural significativa con una entidad de referencia, pero se diferencia estructuralmente de la entidad de
referencia en la presencia o el nivel de una o mas porciones quimicas en comparacion con la entidad de referencia.
En muchas modalidades, una variante se diferencia, ademas, funcionalmente de su entidad de referencia. En
general, el hecho de que una entidad particular se considere adecuadamente como una “variante” de una entidad de
referencia se basa en su grado de identidad estructural con la entidad de referencia. Como apreciaran los expertos
en la técnica, cualquier entidad de referencia bioldgica o quimica tiene determinados elementos estructurales
caracteristicos. Una variante, por definicion, es una entidad quimica definida que comparte uno o mas de tales
elementos estructurales caracteristicos. Para proporcionar solo algunos ejemplos, una molécula pequefa puede
tener un elemento estructural central caracteristico (por ejemplo, un macrociclo central) y/o una o mas porciones
colgantes caracteristicas de manera que una variante de la molécula pequefia es una que comparte el elemento
estructural central y las porciones colgantes caracteristicas pero se diferencia en otras porciones colgantes y/o en
los tipos de enlaces presentes (simples vs. dobles, E vs. Z, etcétera) dentro del nacleo central, un polipéptido puede
tener un elemento de secuencia caracteristico que se compone de una pluralidad de aminoacidos que tienen
posiciones designadas unas con respecto a las otras en el espacio lineal o tridimensional y/o que contribuyen a una
funcioén bioldgica particular, un acido nucleico puede tener un elemento de secuencia caracteristico que se compone
de una pluralidad de residuos de nucleétidos que tienen posiciones designadas unos con respecto a otros en el
espacio lineal o tridimensional. Por ejemplo, una variante de polipéptido puede diferenciarse de un polipéptido de
referencia como resultado de una o mas diferencias en la secuencia de aminoacidos y/o una o mas diferencias en
las porciones quimicas (por ejemplo, carbohidratos, lipidos, etcétera) unidas covalentemente a la cadena principal
del polipéptido. En algunas modalidades, una variante de polipéptido muestra una identidad de secuencia general
con un polipéptido de referencia que es al menos de 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %,
95 %, 96 %, 97 %, 0 99 %. Alternativamente o adicionalmente, en algunas modalidades, una variante de polipéptido
no comparte al menos un elemento de secuencia caracteristico con un polipéptido de referencia. En algunas
modalidades, el polipéptido de referencia tiene una o mas actividades bhiolégicas. En algunas modalidades, una
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variante de polipéptido comparte una o0 mas de las actividades bioldgicas del polipéptido de referencia. En algunas
modalidades, una variante de polipéptido carece de una o mas de las actividades bioldgicas del polipéptido de
referencia. En algunas modalidades, una variante de polipéptido muestra un nivel reducido de una o mas actividades
biolégicas en comparacion con el polipéptido de referencia. En muchas modalidades, un polipéptido de interés se
considera una “variante” de un polipéptido original o de referencia si el polipéptido de interés tiene una secuencia de
aminoacidos que es idéntica a la del original excepto por un pequefio nimero de alteraciones de la secuencia en
posiciones particulares. Tipicamente, menos de 20 %, 15 %, 10 %, 9 %, 8 %, 7 %, 6 %, 5 %, 4 %, 3 %, 2 % de los
residuos en la variante se sustituyen en comparacién con el parental. En algunas modalidades, una variante tiene
10,9,8,7,6,5, 4, 3, 2, 01 residuo sustituido en comparacién con un original. Frecuentemente, una variante tiene un
namero muy pequefio (por ejemplo, menos de 5, 4, 3, 2 0 1) de residuos funcionales sustituidos (es decir, residuos
que participan en una actividad bioldgica particular). Ademas, tipicamente, una variante no tiene mas de 5, 4, 3,2 o
1 adiciones o deleciones, y frecuentemente no tiene adiciones o deleciones, en comparacién con el original. Por otra
parte, cualquiera de las adiciones o deleciones son tipicamente menores que aproximadamente 25,
aproximadamente 20, aproximadamente 19, aproximadamente 18, aproximadamente 17, aproximadamente 16,
aproximadamente 15, aproximadamente 14, aproximadamente 13, aproximadamente 10, aproximadamente 9,
aproximadamente 8, aproximadamente 7, aproximadamente 6, y cominmente son menores que aproximadamente
5, aproximadamente 4, aproximadamente 3, o aproximadamente 2 residuos. En algunas modalidades, el polipéptido
parental o de referencia es uno que se encuentra en la naturaleza. Como entenderan los expertos en la técnica, una
pluralidad de variantes de un polipéptido de interés particular puede encontrarse cominmente en la naturaleza,
particularmente cuando el polipéptido de interés es un polipéptido de un agente infeccioso.

El término “vector” como se usa en la presente descripcion se refiere a una molécula de acido nucleico capaz de
transportar otro acido nucleico al cual se asocia. En algunas modalidades, los vectores son capaces de replicar de
manera extracromosémica y/o expresar los acidos nucleicos a los que se encuentran unidos en una célula huésped
tal como una célula eucariota y/o procariota. Los vectores capaces de dirigir la expresién de genes unidos
operativamente se refieren en la presente descripcion como “vectores de expresion.”

El término “de tipo silvestre” como se usa en la presente descripcion, tiene el significado que se entiende en la
técnica que se refiere a una entidad que tiene una estructura y/o actividad como la que se encuentra en la
naturaleza en un estado o contexto “normal” (a diferencia del mutante, enfermo, alterado, etcétera). Los expertos en
la técnica apreciaran que los genes y polipéptidos de tipo silvestre existen frecuentemente en mudltiples formas
diferentes (por ejemplo, alelos).

Descripcion detallada de la invencion

En la presente descripcién se describen, entre otras cosas, animales no humanos mejorados y/o modificados
genéticamente que tienen material genético humanizado que codifica una proteina reguladora de sefiales (por
ejemplo, SIRP) para ensayos de trasplante de injertos, activacion de la fagocitosis y transduccion de sefiales. Se
contempla que tales animales no humanos proporcionan un mejoramiento en el trasplante de injertos de células
humanas. Por lo tanto, la presente descripcidon es particularmente Util para mantener células hematopoyéticas
humanas en animales no humanos. Particularmente, la presente descripcion abarca la humanizacién de un gen de
SIRPa de roedor que da lugar a la expresion de una proteina humanizada en la superficie de la membrana
plasmatica de células del animal no humano. Tales proteinas humanizadas tienen la capacidad de reconocer células
humanas injertadas por medio de la participacién de las proteinas SIRPa humanizadas y los ligandos presentes en
la superficie de las células humanas injertadas. En la presente descripcion se describe que los animales no
humanos son capaces de recibir células hematopoyéticas humanas trasplantadas; tales mamiferos no humanos
pueden desarrollar y/o tener un sistema inmunitario que comprende células humanas. Las proteinas SIRPa
humanizadas pueden tener una secuencia correspondiente a los residuos de aminoacidos 28 - 362 de una proteina
SIRPa humana. Los animales no humanos descritos en el presente documento pueden comprender un gen de
SIRPa end6geno que contiene material genético del animal no humano y una especie heteréloga (por ejemplo, un
ser humano). Los animales no humanos descritos en el presente documento pueden comprender un gen de SIRPa
humanizado, en donde el gen de SIRPa humanizado comprende los exones 2, 3y 4 de un gen de SIRPa humano.

Diversos aspectos de la invencion se describen en detalle en las siguientes secciones. El uso de secciones no
significa que limite la invencion. Cada seccion puede aplicarse a cualquier aspecto de la invencion. En esta solicitud,
el uso de “0” significa “y/0” a menos que se indique de cualquier otra manera.

Familia de genes de la proteina reguladora de sefiales (SIRP)

Las proteinas reguladoras de sefiales (SIRP) constituyen una familia de glicoproteinas de la superficie celular que se
expresan en linfocitos, células mieloides (que incluyen macréfagos, neutrofilos, granulocitos, células dendriticas
mieloides, y mastocitos) y neuronas (por ejemplo, ver Barclay y Brown, 2006, Nat Rev Immunol 6, 457-464). Se ha
informado de numerosos genes de SIRP y éstos pueden categorizarse por sus ligandos respectivos y los tipos de
sefializacion donde estan implicados. SIRPa (referido ademas como CD172A, SHPS1, P84, MYD-1, BIT y PTPNS1)
se expresa en células inmunitarias del linaje mieloide y funciona como un receptor inhibitorio por medio de un motivo
inhibidor basado en tirosina del inmunorreceptor (ITIM). La expresion de SIRPa se ha observado ademas en
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neuronas. Los ligandos informados para SIRPa incluyen, mas notablemente, CD47, pero ademas incluyen las
proteinas tensoactivas A y D. SIRP (referido ademas como CD172b) se expresa en macréfagos y neutréfilos, sin
embargo, no se han informado ligandos conocidos. SIRP contiene una region citoplasmatica corta en comparacion
con SIRPa y se conoce que se asocia con un componente de sefializacion conocido como proteina 12 de activacion
de DNAX (DAP12). Asi, SIRPB parece ser un receptor de activacion. SIRPy (referido ademéas como CD172g y
SIRPB2) se expresa en linfocitos y células asesinas naturales y ademés se une a CD47, sin embargo, no se ha
informado una funcién de sefializacién ya que la cola citoplasmatica solo contiene cuatro aminoacidos y carece de
una secuencia que pudiera facilitar la asociacién con DAP12. Otro miembro, SIRPS, se ha descrito y existe como un
receptor soluble.

El papel de SIRPa, en particular, se ha investigado con respecto a su papel inhibidor en la fagocitosis de células
huésped por macréfagos. Por ejemplo, la union de CD47 a SIRPa en los macrofagos, activa sefiales inhibidoras que
regulan negativamente la fagocitosis. Alternativamente, se han informado efectos de sefializacion positiva mediados
a través de la unién a SIRPa (Shultz y otros, 1995, J Immunol 154, 180-91).

Secuencias de SIRPa
En la Tabla 3 se exponen secuencias ilustrativas de SIRPa para humano y ratén. Para las secuencias de ADNc, los

exones consecutivos estan separados por texto subrayado alternante. Para las secuencias de proteinas, los
péptidos sefial estan subrayados y las secuencias transmembrana y citoplasmatica estan en letras cursivas.
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Tabla 3

ADNCc de SIRP « de
ratén NM_007547.3

GCGCTCGGCCOGGGCCGCCCTCGOGCTGGCCTCGUGACGACTC
CGCACAGCCCGCACTCGCTCTGCGAGCTGTCCCCGCTCGOGET
TGCTCTCCGATCTCCGTCCCCGCTCCCTCTCCCTCTTCCTCTCC
CCCTCTTTCCTTCTCCCTCGCTATCCGCTCCCCCGCCCCCGTGO
CTCTGGCTCTGCGCCTGGCTCCCTCGGGTCCGCTCCCCTTTCCC
GCCGGUCTGGCCCGGOGTCACGCTCCCGGAGTCTCCCCGCTCG
GCGGCOGTCTCATTGTGGGAGGGGGTCAGATCACCCCGCCGGG
CGGTGGCGCTGOGGEOGCAGCOGAGGGGOAGGGGCCTTAGTC
GTTCGCCCGCGCCGUCCGUCCGCCTGCCGAGCGCGCTCACCGC
CGCTCTCCCTCCTTGCTCTGCAGCCGCGGCCCATGGAGCCCGC
CGGCCCGGCCCCTGGCCGCCTAGGGCCGUTGCTGCTCTGCCTG
CTGCTCTCCGCGTCCTAGTTTCTGTACAGGAGCCACGGGGAAGG
AACTGAAGGTGACTCAGCCTGAGAAATCAGTGTCTGTTGCTG
T ATTCGACCGTTCTGAACTGCACTTTGACCTCCTTGTT
GCCGGTGOGACCCATTAGGTGGTACAGAGGAGTAGGGCCAAG
COCGGCTGTTGATCTACAGTTTCGCAGGAGAATACGTTCCTCGA
ATTAGAAATGTTTCAGATACTACTAAGAGAAACAATATGGAC
TITTCCATCCGTATCAGTAATGTCACCCCAGCAGATGCTGGCA
TCTACTACTGTGTGAAGTTCCAGAAAGGATCATCAGAGCCTG
ACACAGAAATACAATCTGGAGGGGGAACAGAGGTCTATGTAC
TCGCCAAACCTTCTCCACCGGAGGTATCCGGCCCAGCAGACA
GOGGCATACCTGACCAGAAAGTGAACTTCACCTGCAAGTCTC
ATGGCTTCTCTCCCCGGAATATCACCCTGAAGTGGTTCAAAGA
TGGGCAAGAACTCCACCCCTTGGAGACCACCGTGAACCCTAG
TGOAAAGAATGTCTCCTACAACATCTCCAGCACAGTCAGGGT
GOGTACTAAACTCCATGGATGTTAATTCTAAGGTCATCTGCGAG
GTAGCCCACATCACCTTGGATAGAAGCCCTCTTCGTGGGATTG
CTAACCTGTCTAACTTCATCCGAGTTTCACCCACCGTGAAGGT
CACCCAACAGTCCCCGACGTCAATGAACCAGGTGAACCTCAC
CTGCCGGGCTOAGAGGTTCTACCCCGAGGATCTCCAGCTGATC
TGGCTGGAGAATGGAAACGTATCACGGAATGACACGCCCAAG
AATCTCACAAAGAACACGGATGGGACCTATAATTACACAAGC
TTGTTCCTGGTGAACTCATCTGCTCATAGAGAGGACGTGGTGT
TCACGTGCCAGGTGAAGCACGACCAACAGCCAGCGATCACCC
GAAACCATACCGTGCTGGGATTTGCCCACTCGAGTGATCAAG
GUGAGCATGCAAACCTTCCCTGATAATAATGUTACCCACAACT
GOAATGTCTTCATCGGTGTGGGCGTGGCGTGTGCTTTGCTCGT
AGTCCTGCTGATGGCTGCTCTCTACCTCCTCCGGATCAAACAG
AAGAAAGCCAAGGGGTCAACATCTTCCACACGGTTGCACGAG
CCCGAGAAGAACGCCAGGGAAATAACCCAGATCCAGGACAC
AAATGACATCAACGACATCACATACGCAGACCTGAATCTGCC
CAAAGAGAAGAAGCCCGCACCCCOGGGECCCTGAGCCTAACAA
CCACACAGAATATGCAAGCATTGAGACAGGCAAAGTGCCTAG
GCCAGAGGATACCCTCACCTATGCTGACCTGGACATGGTCCA
CCTCAGCCGGGCACAGCCAGCCCCCAAGCCTGAGCCATCTTTC
TCAGAGTATGCTAGTGTCCAGGTCCAGAGGAAGTGAATGGGG
CTGTGOGTCTGTACTAGGCCCCATCCCCACAAGTTTTCTTGTCCT
ACATGGAGTGGCCATGACGAGGACATCCAGCCAGCCAATCCT
TCCCCAGAA CAGGT AC TCCTAGGACCA T
AAGGGTGGCCTTTGTCTTCCCTCCGTGGCTCTTCAACACCTCTT
GGGCACCCACGTCCCCTTCTTCCGGAGGCTGGGTGTTGCAGAA
CCAGAGGGCGAACTGGAGAAAGCTGCCTGGAATCCAAGAAGT
GTTGTGCCTCGGCCCATCACTCGTGGGTCTGGATCCTGGTCTT
GOCAACCCCAGGTTGCGTCCTTGATGTTCCAGAGCTTGGTCTT
CTGTGTGGAGAAGAGCTCACCATCTCTACCCAACTTGAGCTTT
GGGACCAGACTCCCTTTAGATCAAACCGCCCCATCTGTGGAA
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(continuacion)
GAACTACACCAGAAGTCAGCAAGTTTTCAGCCAACAGTGCTG
GCCTCCCCACCTCCCAGGUTGACTAGCCCTOGGGAGAAGGAA
CCCTCTCCTCCTAGACCAGCAGAGACTCCCTGGOCATOGTTCAG
TOTGGCCCCACCTCCCTTCCAGTCCCAGCTTGCTTCCTCCAGCT
AQCACTAACTCAGCAGCATCOCTCTOTGOACGOCTOTAAATTA
TTGAGAAATGTGAACTGTGCAGTCTTAAAGCTAAGGTGTTAG
AAAATTTGATTTATGCTGTTTAGTTGTTGTTGGGTTTCTTTICT
TITTAATTTCTTTTTCTTTTTTGATTTTTITTCTITCCCTTAAAA
CAACAGCAGCAGCATCTTGGCTCTTTGTCATGTGTTGAATGGT
TOGGTCTTGTGAAGTCTGAGGTCTAACAGTTTATTGTCCTGGA
AGGATTTTCTTACAGCAGAAACAGATTTTTITTCAAATTCCCAG
AATCCTGAGGACCAAGAAGGATCCCTCAGCTGCTACTTCCAG
CACCCAGCGTCACTOGGOACGAACCAGOGCCCTOTTCTTACAAG
GCCACATGGCTGGCCCTTTGCCTCCATGGCTACTGTGGTAAGT
GCAGCCTTGTCTGACCCAATGCTGACCTAATGTTGGCCATTCC
ACATTGAGGGGACAAGGTCAGTGATGCCCCCCTTCACTCACA
AGCACTTCAGAGGCATGCAGAGAGAAGGGACACTCGGCCAGE
TCTCTOAGGTAATCAGTGCAAGGAGGAGTCCGTTTTTTGCCAG
CAAACCTCAGCAGGATCACACTGOAACAGAACCTGGTCATAC
CTGTGACAACACAGCTGTGAGCCAGGGUCAAACCACCCACTGT
CACTGGCTCOGAGAGTCTGOGGCAGAGGCTCTGACCCTCCACCCT
TTAAACTGGATGCCGGGGUCTGGCTGGGCCCAATGCCAAGTG
GTTATGOGCAACCCTGACTATCTGUTCTTAACATGTAGCTCAGG
AAGTGGAGGCGCTAATGTCCCCAATCCCTGGGGATTCCTGATT
CCAGCTATTCATGTAAGCAGAGCCAACCTGCCTATTTCTGTAG
GTOGCGACTGOOATGTTAGGAGCACAGCAAGGACCCAGCTCTG
TAGGGCTGGTGACCTGATACTTCTCATAATGGCATCTAGAAGT
TAGGCTGAGTTGGCCTCACTOGCCCAGCAAACCAGAACTTGT
CTTTGTCCGGGCCATOGTTCTTGGGCTGTCTTCTAATTCCAAAG
GOTTOGOTTOGTAAAGCTCCACCCCCTTCTCCTCTGCCTAAAGA
CATCACATGTGTATACACACACGGOTGTATAGATGAGTTAAA
AGAATGTCCTCGCTGGCATCCTAATTTTGTCTTAAGTTTTTITG
GAGGGAGAAAGGAACAAGGCAAGGGAAGATGTGTAGCTTTG
GCTTTAACCAGGCAGCCTGGGGGCTCCCAAGCCTATGGAACC
CTQGTACAAAGAAGAGAACAGAAGCGCCCTGTGAGGAGTGG
GATTTGTTTTTCTGTAGACCAGATGAGAAGGAAACAGGCCCT
GTTTTGTACATAGTTGCAACTTAAAATTTTITGGCTTGCAAAAT
ATTTTTGTAATAAAGATTTCTGOGTAACAATAAAAAAAAAAA
AAAAAA (sec. con ndm. de ident.: 1)

MEPAGPAPGRLGPLLLCLLLSASCFCTGATGRELKVTQPEKSVSY
AAGDSTVINCTLTSLLPVGPIRWYRGVGPSRLLIYSFAGEY VPRI
RNVSDTTERNNMDFESIRISNVTPADAGIYY CVKFQKGSSEPDTEI
QSGGGTEVYVLAKPSPPEVSGPADRGIPDOQKVNFTCKSHGFSPRN
ITLKWFKDGQELHPLETTVNPSGKNVSYNISSTVRVVLNSMDVN
SKVICEVAHITLDRSPLRGIANLSNFIRVSPTVKVTQOSPTSMNQV
NLTCRAERFYPEDLQLIWLENGNVSRNDTPKNLTEKNTDGTYNYT
SLFLVNSSAHREDVVFTCQVKHDQOQPAITRENHTVLGFAHSSDQG
SMOTFPDNNATHNWNVFIGVGVACALLVVLLMAALYLLRIKOKKAK
GSTSSTRLHEPEKNAREITOIQDTNDINDITYADINLPKEKKPAPRAP
EPNNHTEYASIETGKVPRPEDTLTYADLDMVHLSRAQPAPKPEPSFS
EYASVQVQRK (sec. con num. de ident.: 2)
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(continuacion)

TCCGGOCCGUACCCACCCCCAAGAGGGGCCTTCAGCTTTGGG
GCTCAGAGGCACGACCTCCTGGOUAGGOTTAAAAGGCAGACG
CCCCCCCGUCCCCCCGUoUCCCOOUGUCCCOACTCCTTOGCCGT
CTCCAGCCTCTCGCCAGTGGUGAAGCOGLGGOAGCAGCCGCGCGG
CCOOAGTCCGUAGGCGAGGOGOGAGGTCGOCCGCAACTTCCCCG
GTCCACCTTAAGAGGACGATGTAGCCAGCTCGCAGCGCTGAC
CTTAGAAAAACAAGTTTGCGCAAAGTGGAGCGGGGACCCGGC
(TCTGGG(AG(CEEGGEGGCGCTTEC&GTG(ETT(CﬁG(L(T{
GCOGGGCGGUGCAGC ‘CCAT :
CCCCGGCCGCCTCGGGCCGCTGCTCTGCCTGCTGCTCGCCGCG
TCCTGCGCCTGGTCAGGAGTGGCGGGTGAGGAGGAGCTGCAG
GTGATTCAGCCTGACAAGTCCGTGTTGGTTGCAGCTGGAGAG
ACAGCCACTCTGCGCTGCACTGCGACCTCTCTGATCCCTGTGG
GGCCCATCCAGTGOTTCAGAGGAGUCTGGACCAGGUCGGGAAT
TAATCTACAATCAAAAAGAAGGCCACTTCCCCCGGUTAACAA
CTGTTTCAGACCTCACAAAGAGAAACAACATGGACTTTTCCAT
CCGCATCOGGTAACATCACCCCAGCAGATGUCCOGGCACCTACTA
CTGTGTGAAGTTCCGGAAAGGGAGCCCCGATGACGTGGAGTT
TAAGTCTGGAGCAGGCACTGAGCTGTCTGTGCGCGCCAAACC
CTCTGCCCCCGTOGGTATCGGGCCCTGUGLCGAGGGCTACACCT
CAGCACACAGTGAGCTTCACCTGCGAGTCCCACGGCTTCTCAC
CCAGAGACATCACCCTGAAATGGTTCAAAAATGGGAATGAGC
TCTCAGECTTCCAGACCﬂACGTGGACCCCGTAGG&GAGAGCG

GCGAGGACGTTCACTCTCAHGTCETCTGCGﬂGGTGGCCCACG

TCACCTTGCAGGGGGACCCTCTTCGTGGGACTGCCAACTTGTC
TGAGACCATCCGAGTTCCACCCACCTTGGAGGTTACTCAACAG
CCCOTOAGOGGCAGAGAACCAGUTGAATGTCACCTGCCAGGTG
AGOGAAGTTCTACCCCCAGAGACTACAGCTGACCTGGTTGGAG
AATGGAAACOGTGTCCCGOGACAGAAACGGUCTCAACCGTTACA
GAGAACAAGGATGGTACCTACAACTGGATGAGCTGGCTCCTG
GTOAATOGTATCTOGCCCACAGGGATGATOGTOAAGCTCACCTGC
CAGGTGGAGCATGACGGGCAGCCAGCGGTCAGCAAAAGCCAT
GACCTGAAGGTCTCAGCCCACCCGAAGGAGCAGGGCTCAAAT
ACCGCCGCTOAGAACACTGOATCTAATGAACGGAACATCTAT
ATTGTGGTGGGTGTGGTGTGCACCTTGCTGGTGGUCCTACTGA
TGGCGGCCCTCTACCTCGTCCAGAATCAGACAGAAGAAAGCCC
AGGOGCTCCACTTCTTCTACAAGGTTGCATGAGCCCOGAGAAGA
ATGCCAGAGAAATAACACAGGACACAAATGATATCACATATG
CAGACCTGAACCTGCCCAAGGGGAAGAAGCCTGCTCCCCAGG
CTGCGGAGCCCAACAACCACACGGAGTATGCCAGCATTCAGA
CCAGUCCOGCAGCCCOGUGTCGUAGUGACACCCTCACCTATGCTG
ACCTGGACATGGTCCACCTCAACCGOGACCCCCAAGCAGCCGE
COCCCAAGCCTGAGCCGTCOTTCTCAGAGTACGCCAGUGTCCA
GOTCCCUGAGGAAGTOAATGOOACCOTGGTTTGCTCTAGCACC
CATCTCTACGCGCTTTCTTGTCCCACAGGGAGCCGCCGTGATG
AGCACAGCCAACCCAGTTCCCGOGAGOGLGCTGGOLCGOGTGCAGG
CTCTGOOGACCCAGGGGCCAGGOTOGCTCTTCTCTCCCCACCCT
TCCTTGGCTCTCCAGCACTTCCTGGGCAGCCACGGCCCCCTCC
CCCCACATTGCCACATACCTGGAGGCTGACGTTGCCAAACCA
GCCAGGGAACCAACCTGGGAAGTGGCCAGAACTGCCTGGGGT
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(continuacién)

CCAAGAACTCTTGTGCCTCCGTCCATCACCATOGTGGOGTTTTGA
AGACCCTCGACTGCCTCCCCGATGCTCCGAAGCCTGATCTTCC
AGOOTGOOGGAGGAGAAAATCCCACCTCCCCTGACCTCCACCA
CCTCCACCACCACCACCACCACCACCACCACCACTACCACCAC
CACCCAACTGOGGGCTAGAGTGOGGAAGATTTCCCCTTTAGAT
CAAACTGCCCCTTCCATGGAAAAGCTGOAAAAAAACTCTGGA
ACCCATATCCAGGCTTGGTGAGGTTGCTGCCAACAGTCCTGGC
CTCCCCCATCCCTAGOUTAAAGAGCCATGAGTCCTGOAGGAG
GAGAGGACCCCTCCCAAAGGACTGGAGACAAAACCCTCTGCT
TCCTTGGGTCCCTCCAAGACTCCCTGGGGCCCAACTGTGTTGC
TCCACCCGGACCCATCTCTCCCTTCTAGACCTGAGCTTGCCCC
TCCAGCTAGCACTAAGCAACATCTCGCTGTGGACGCCTGTAA
ATTACTCGAGAAATOTCAAACGTOGCAATCTTGAAACTGAGGTG
TTAGAAAACTTGATCTGTGOTGTTTTGTTTTGTTTTTTTTCTTA
AAACAACAGCAACGTGATCTTGGCTGTCTGTCATGTGTTGAAG
TCCATGGTTOGGGTCTTGTGAAGTCTGAGGTTITAACAGTTTGTT
GTCCTGGAGGGATTTTCTTACAGUCGAAGACTTGAGTTCCTCCA
AGTCCCAGAACCCCAAGAATOGOOGCAAGAAGGATCAGOTCAGC
CACTCCCTGGAGACACAGCCTTCTGGCTGGGACTGACTTGGCC
ATGTTCTCAGCTGAGCCACGCGGCTGGTAGTGCAGCCTTCTGT
GACCCCGCTOTOGOTAAGTCCAGCCTGCCCAGGGCTGCTGAGG
GCTGCCTCTTGACAGTGCAGTCTTATCGAGACCCAATGCCTCA
GTCTGCTCATCCGTAAAGTGOGGOATAGTCGAAGATGACACCCC
TCCCCACCACCTCTCATAAGCACTTTAGGAACACACAGAGGG
TAGGGATAGTGGCCCTGGCCOGTCTATCCTACCCCTTTAGTGAC
COGCCCCCATCCCOGGCTTTCTGAGCTGATCCTTGAAGAAGAAAT
CTTCCATTTCTGCTCTCAAACCCTACTGGGATCAAACTGGAAT
AAATTOAAGACAGCCAGOGGOCATGOTGCAGCTGTGAAGCTCG
GOCTOATTCCCCCTCTOTCCCAGAAGOGTTGGCCAGAGGUGTGTG
ACCCAGTTACCCTTTAACCCCCACCCTTCCAGTCGOOGTGTGAG
GOCCTOGACCOGOGUCCAGGOCAAGCAGATOTCOGCAAGCCCTAT
TTATTCAGTCTTCACTATAACTCTTAGAGTTGAGACGCTAATG
TTCATGACTCCTGGCCTTGGGATGCCCAAGGCGATTTCTGGCTC
AGGCTGTAAAAGTAGCTGAGCCATCCTGCCCATTCCTGGAGG
TCCTACAGGTGAAACTGCAGGAGCTCAGCATAGACCCAGCTC
TCTGGOGGOATGOTCACCTGGTGATTTCAATGATGGCATCCAGG
AATTAGCTGAGCCAACAGACCATGTGGACAGCTTTGGCCAGA
GCTCCCOGTGTGGCATCTGGOAGCCACAGTCGACCCAGCCACCT
GOCTCAGGCTAGTTCCAAATTCCAAAAGATTGOCTTGTAAACC
TTCGTCTCCCTCTCTTTTACCCAGAGACAGCACATACGTGTGC
ACACGCATGCACACACACATTCAGTATTTTAAAAGAATGTTTT
CTTGGTGCCATTTTCATTTTATTTTATTTTTTAATTCTTGGAGG
GOGAAATAAGGGAATAAGOCCAAGCGAAGATGTATAGCTTTAG
CTTTAGCCTGGCAACCTGGAGAATCCACATACCTTGTGTATTG
AACCCCAGGAAAAGGAAGAGGTCGAACCAACCCTGCGGAAG
GAGCATGOTTTCAGOGAGTTTATTTTAAGACTGCTGGOAAGGA
AACAGGCCCCATTTTGTATATAGTTGCAACTTAAACTTTTTGG
CTTGCAAAATATTTTTGTAATAAAGATTTCTGGGTAATAATGA
(sec. con num. de ident.: 3)

MEPAGPAPGRLGPLLCLLIAASCAWSGVAGEEELQVIQPDKSVL
VAAGETATLRCTATSLIPYVGPIQWFRGAGPGRELIYNQKEGHFPR
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(continuacién)
VTTVSDLTERNNMDFSIRIGNITPADAGTY Y CVKFRKGSPDDVEF
KSGAGTELSVRAKPSAPYVSGPAARATPOHTVSFTCESHGFSPRD
ITLKWFENGNELSDFQTNVDPVGESVSYSIHSTAKVVLTREDVHS
OVICEVAHVTLOQGDPLRGTANLSETIRVPPTLEVTQOQPYVEAENQY
NVTCOVREEFYPOQRLOLTWLENGNVSRTETASTVTENKDGTYNW
MSWLLYVNYSAHRDDVELTCOVEHDGOQPAVSKSHDLEVSAHPK
EQGSNTAAENTGENERNIYIVVGVVCTLLVALLMAALYLVRIROKKA
OQGSTSSTRLHEPEKNAREITOQDTNDITYADLINLPKGEKKPAPQAAEPN
NHTEYASIQTSPOPASEDTLTYADLDMVHLNRTPEQPAPKPEPSFSEY
ASVOVPRK (sec. con nim. de ident.: 4)

Proteina SIRP « MEPAGPAPGRLGPLLLCLLLSASCFCTGVAGEEELQVIQPDKSVL

humanizada VAAGETATLRCTATSLIPVGPIQWFRGAGPGRELIYNQKEGHFPR
VTTVSDLTERNNMDESIRIGNITPADAGTY Y CVKFRKGSPDDVEF
KSGAGTELSVRAKPSAPVYVSGPAARATPOHTYSFTCESHGFSPRD
ITLKWFKNGNELSDFQTNYVDPVGESVSYSIHSTAKYVLTREDVHS
OVICEVAHVTLQGDPLRGTANLSETIRVPPTLEVTQQPYRAENQY
NVTCOVEKFYPOQRLOLTWLENGNVSRTETASTVTENKDGTYNW
MSWLLVNVSAHRDDVELTCQVEHDGOQPAVSKSHDLEVSAHPK
EQGSNTAADNNATHNWNVFIGYVGVACALLYVVELMAALYLLRIKOKK
AKGSTSSTRLHEPEKNAREITQIQDTNDINDITYADINLPKEKKPAPR
APEPNNHTEYASIETGEVPRPEDTLTYADLDMVHLSRAQPAPKPEPS
FSEYASVOVQRK (sec. con ndm. de ident.: 5)

Animales no humanos con SIRPa humanizado

Se describen animales no humanos que expresan proteinas SIRPa humanizadas en la superficie de células
inmunitarias (por ejemplo, células mieloides) de los animales no humanos como resultado de una modificacion
genética de un locus enddgeno del animal no humano que codifica una proteina SIRPa. Los ejemplos adecuados
descritos en el presente documento incluyen roedores, particularmente, ratones.

Un gen de SIRPa humanizado, descrito en el presente documento puede comprender material genético de una
especie heterdloga (por ejemplo, seres humanos), en donde el gen de SIRPa humanizado codifica una proteina
SIRPa que comprende la porciéon codificada del material genético de la especie heteréloga. Un gen de SIRPa
humanizado descrito en el presente documento puede comprender ADN gendmico de una especie heteréloga que
corresponde a la porcion extracelular de una proteina SIRPa que se expresa en la membrana plasmatica de una
célula. Se proporcionan, ademas, animales no humanos, embriones, células y construcciones de transformacion
para producir animales no humanos, embriones no humanos, y células que contienen dicho gen de SIRPa
humanizado.

Puede eliminarse un gen enddgeno de SIRPa. Un gen enddgeno de SIRPa puede alterarse, en donde una porcién
del gen enddgeno de SIRPa se reemplaza con una secuencia heteréloga (por ejemplo, una secuencia de SIRPa
humana en su totalidad o en parte). La totalidad o sustancialmente la totalidad de un gen de SIRPa enddgeno se
reemplaza con un gen heterélogo (por ejemplo, un gen de SIRPa humano). Una porcion de un gen heterélogo de
SIRPa puede insertarse en un gen endégeno de SIRPa no humano en un locus endégeno de SIRPa. El gen
heterdlogo puede ser un gen humano. La modificacion o humanizacion puede realizarse a una de las dos copias del
gen enddgeno de SIRPa, lo que da lugar a un animal no humano que es heterocigoto con respecto al gen de SIRPa
humanizado. Se describe un animal no humano que es homocigoto para un gen de SIRPa humanizado.

Un animal no humano descrito en el presente documento contiene un gen de SIRPa humano en su totalidad o en
parte en un locus endégeno de SIRPa no humano. Asi, tales animales no humanos pueden describirse como que
tienen un gen de SIRPa heterélogo. El gen de SIRPa reemplazado, insertado o modificado en el locus de SIRPa
enddgeno puede detectarse con el uso de una variedad de métodos que incluyen, por ejemplo, PCR, transferencia
de Western, transferencia de Southern, polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP), o un ensayo
de ganancia o pérdida de alelos. El animal no humano puede ser heterocigoto con respecto al gen de SIRPa
humanizado
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Un gen de SIRPa humanizado descrito en el presente documento incluye un gen de SIRPa que tiene un segundo,
tercero y cuarto exones donde cada uno tiene una secuencia al menos 50 % (por ejemplo, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %,
70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o mas) idéntica a un
segundo, tercero y cuarto exones que aparecen en un gen de SIRPa humano de la Tabla 3.

Un gen de SIRPa humanizado descrito en el presente documento incluye un gen de SIRPa que tiene una secuencia
nucleotidica codificante (por ejemplo, una secuencia de ADNc) al menos 50 % (por ejemplo, 50 %, 55 %, 60 %, 65
%, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o mas) idéntica a los
nucleétidos 352 - 1114 que aparecen en un ADNc humano de una secuencia de SIRPa de la Tabla 3.

Una proteina SIRPa humanizada producida por un animal no humano descrito en el presente documento puede
tener una porcion extracelular con una secuencia que es al menos 50 % (por ejemplo, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70
%, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o mas) idéntica a una porcion
extracelular de una proteina SIRPa humana que aparece en la Tabla 3.

Una proteina SIRPa humanizada producida por un animal no humano descrito en el presente documento puede
tener una porcion extracelular que tiene una secuencia que es al menos 50 % (por ejemplo, 50 %, 55 %, 60 %, 65
%, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o mas) idéntica a los
residuos de aminodcidos 28 - 362 que aparecen en una proteina SIRPa humana de la Tabla 3.

Una proteina SIRPa humanizada producida por un animal no humano descrito en el presente documento puede
tener una secuencia de aminoacidos que es al menos 50 % (por ejemplo, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80
%, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o mas) idéntica a una secuencia de
aminoacidos de una proteina SIRPa humanizada que aparece en la Tabla 3.

Se describen composiciones y métodos para producir animales no humanos que expresan una proteina SIRPa
humanizada, que incluye formas polimoérficas especificas o variantes alélicas (por ejemplo, diferencias en un solo
aminoacido) que incluyen composiciones y métodos para producir animales no humanos que expresan tales
proteinas a partir de un promotor humano y una secuencia reguladora humana. Se proporcionan, ademas,
composiciones y métodos para producir animales no humanos que expresan tales proteinas a partir de un promotor
enddgeno y una secuencia reguladora endégena. Los métodos incluyen insertar el material genético que codifica
una proteina SIRPa humana en su totalidad o en parte en una ubicacion precisa en el genoma de un animal no
humano que corresponde a un gen enddgeno de SIRPa para crear de esta manera un gen de SIRPa humanizado
que expresa una proteina SIRPa que es humana en su totalidad o en parte. Los métodos pueden incluir insertar
ADN gendmico correspondiente a los exones 2 - 4 de un gen de SIRPa humano en un gen endégeno de SIRPa del
animal no humano para crear de esta manera un gen humanizado que codifica una proteina SIRPa que contiene
una porcién humana que contiene los aminoacidos codificados por los exones insertados.

Un enfoque de un gen de SIRPa humanizado emplea una modificacion relativamente minima del gen endégeno y
puede dar como resultado una transduccion natural de sefiales mediadas por SIRPa en el animal no humano,
porgue la secuencia gendmica de las secuencias de SIRPa se modifican en un solo fragmento y por lo tanto retienen
la funcionalidad normal al incluir las secuencias reguladoras necesarias. Asi, la modificacion del gen de SIRPa
puede no afectar otros genes cercanos u otros genes endégenos de SIRP. Ademas, la modificacion puede no
afectar el ensamblaje de un receptor funcional en la membrana celular y mantiene sus funciones efectoras normales
por medio de la unién y posterior transduccién de sefiales a través de la porcion citoplasmatica del receptor que no
se afecta por la modificacion.

Una ilustracion esquematica (no a escala) de un gen de SIRPa endégeno murino y un gen de SIRPa humanizado se
proporciona en la Figura 1. Como se ilustra, el ADN gendémico que contiene los exones 2 - 4 de un gen de SIRPa
humano se inserta en un locus de un gen de SIRPa enddégeno murino mediante una construccién de transformacion.
Este ADN gendmico incluye la porcién del gen que codifica una porcién extracelular (por ejemplo, los residuos de
aminoacidos 28 - 362) de una proteina SIRPa humana responsable de la union a ligandos.

Un animal no humano (por ejemplo, un ratén) que tiene un gen de SIRPa humanizado en el locus de SIRPa
enddgeno puede producirse mediante cualquier método conocido en la técnica. Por ejemplo, puede producirse un
vector de transformacion que introduce un gen de SIRPa humano en su totalidad o en parte con un gen marcador de
seleccién. La Figura 1 ilustra un genoma de ratéon que comprende una insercién de los exones 2 - 4 de un SIRPa
humano. Como se ilustra, la construccion de transformacion contiene un brazo de homologia en 5' que contiene una
secuencia corriente arriba del exén 2 de un gen de SIRPa enddégeno murino, seguido por un fragmento de ADN
genomico que contiene los exones 2 - 4 de un gen de SIRPa humano, un casete de seleccion por farmacos (por
ejemplo, un gen de resistencia a la neomicina flanqueado en ambos extremos por secuencias loxP), y un brazo de
homologia en 3' que contiene una secuencia corriente abajo del exén 4 de un gen de SIRPa endégeno murino.
Después de la recombinacién homologa, los exones 2 - 4 de un gen de SIRPa enddégeno murino se reemplaza por la
secuencia contenida en el vector de transformacion. Se crea un gen de SIRPa humanizado que da como resultado
una célula o animal no humano que expresa una proteina SIRPa humanizada que contiene los aminoacidos
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codificados por los exones 2 - 4 de un gen de SIRPa humano. El casete de seleccion por farmacos puede eliminarse
opcionalmente mediante la adicion posterior de una recombinasa (por ejemplo, mediante tratamiento con Cre).

Ademés de ratones que tienen genes de SIRPa humanizados como se describe en el presente documento, en el
presente documento se describen ademas otros animales no humanos modificados genéticamente que comprenden
genes de SIRPa humanizados. Tales animales no humanos pueden comprender un gen de SIRPa humanizado
unido operativamente a un promotor enddgeno de SIRPa. Tales animales no humanos pueden expresar una
proteina SIRPa humanizada a partir de un locus enddgeno, en donde la proteina SIRPa humanizada comprende los
residuos de aminoacidos 28 - 362 de una proteina SIRPa humana.

Tales animales no humanos pueden seleccionarse del grupo que consiste en un raton, rata, conejo, cerdo, bovino
(por ejemplo, vaca, toro, bufalo), ciervo, oveja, cabra, pollo, gato, perro, hurdn, primates (por ejemplo, titi, mono
rhesus). Para los animales no humanos donde las células ES modificables genéticamente no estan disponibles
faciimente, se emplean otros métodos para producir un animal no humano que comprende las modificaciones
genéticas descritas en el presente documento. Tales métodos incluyen, por ejemplo, la modificacion de un genoma
de células que no son ES (por ejemplo, un fibroblasto o una célula pluripotente inducida) y el empleo de la
transferencia nuclear para transferir el genoma modificado a una célula adecuada, por ejemplo, un ovocito, y la
gestacion de la célula modificada (por ejemplo, el ovocito modificado) en un animal no humano en condiciones
adecuadas para formar un embrion.

Un animal no humano descrito en el presente documento puede ser un mamifero. Un animal no humano descrito en
el presente documento puede ser un mamifero pequefio, por ejemplo, de la superfamilia Dipodoidea o Muroidea. Un
animal modificado genéticamente descrito en el presente documento puede ser un roedor. Un roedor descrito en la
presente descripcién puede seleccionarse de un ratdn, una rata, y un hamster. Un roedor puede seleccionarse de la
superfamilia Muroidea. Un animal modificado genéticamente descrito en el presente documento puede ser de una
familia seleccionada de Calomyscidae (por ejemplo, hamsteres similares a ratdn), Cricetidae (por ejemplo, hamster,
ratas y ratones del Nuevo Mundo, ratones campestres), Muridae (ratones y ratas verdaderos, jerbos, ratones
espinosos, ratas crestadas), Nesomyidae (ratones trepadores, ratones de roca, ratas coliblancas, ratas y ratones de
Madagascar), Platacanthomyidae (por ejemplo, lirones espinosos), y Spalacidae (por ejemplo, ratas topo, ratas de
bambd, y zokor). Un roedor modificado genéticamente descrito en el presente documento puede seleccionarse de
un ratén o una rata verdaderos (familia Muridae), un jerbo, un raton espinoso, y una rata crestada. Un ratén
modificado genéticamente descrito en el presente documento puede ser un miembro de la familia Muridae. Un
animal no humano descrito en el presente documento puede ser un roedor. Un roedor descrito en el presente
documento puede seleccionarse de un ratén y una rata. En algunas modalidades, un animal no humano descrito en
el presente documento puede ser un raton.

En algunas modalidades, un ratén de la presente invencion es de una cepa C57BL seleccionada de C57BL/A,
C57BL/An, C57BL/GrFa, C57BL/KaLwN, C57BL/6, C57BL/6J, C57BL/6ByJ, C57BL/6NJ, C57BL/10, C57BL/10ScSn,
C57BL/10Cr y C57BL/Ola. En algunas modalidades determinadas, un raton de la presente invencién es de una cepa
129 seleccionada del grupo que consiste en una cepa que es 129P1, 129P2, 129P3,129X1, 129S1 (por ejemplo,
129S1/SV, 129S1/Svim), 129S2, 129S4, 129S5, 129S9/SvEVH, 129/SvJae, 129S6 (129/SvEvTac), 129S7, 129S8,
129T1, 129T2 (ver, por ejemplo, Festing y otros, 1999, Mammalian Genome 10:836; Auerbach y otros, 2000,
Biotechniques 29(5):1024-1028, 1030, 1032). En algunas modalidades determinadas, un ratén modificado
genéticamente de la presente invenciéon es una mezcla de una cepa 129 mencionada anteriormente y una cepa
C57BL/6 mencionada anteriormente. En algunas modalidades determinadas, un raton de la presente invencion es
una mezcla de las cepas 129 mencionadas anteriormente, o una mezcla de las cepas BL/6 mencionadas
anteriormente. En algunas modalidades determinadas, una cepa 129 de la mezcla como se describe en el presente
documento es una cepa 129S6 (129/SvEvTac). En algunas modalidades, un ratén de la presente invencién es de
una cepa BALB, por ejemplo, la cepa BALB/c. En algunas modalidades, un ratén de la presente invencién es una
mezcla de una cepa BALB y otra cepa mencionada anteriormente.

Un animal no humano descrito en el presente documento puede ser una rata. En algunas modalidades
determinadas, una rata de la presente invencién se selecciona de una rata Wistar, una cepa LEA, una cepa Sprague
Dawley, una cepa Fischer, F344, F6, y Dark Agouti. En algunas modalidades determinadas, una cepa de rata como
se describe en el presente documento es una mezcla de dos o mas cepas seleccionadas del grupo que consiste en
Wistar, LEA, Sprague Dawley, Fischer, F344, F6, y Dark Agouti.

Métodos que emplean animales no humanos que tienen genes de SIRPa humanizados

Se han informado animales no humanos mutantes y transgénicos para SIRPa (por ejemplo, ratones) (Inagaki y
otros, 2000, EMBO Journal 19(24):6721-6731; Strowig y otros, 2011, Proc. Nat. Acad. Sci. 108(32):13218-13223).
Tales animales se han empleado en una variedad de ensayos para determinar los aspectos moleculares de la
expresion, funcién y regulacion de SIRPa. Sin embargo, no lo han sido sin limitacion. Por ejemplo, el uso de ratones
mutantes para SIRPa se ha limitado debido a las condiciones perjudiciales para la salud que resultan de la
incapacidad de las células que contienen la forma mutante de SIRPa frente a la sefial. Ademas, dado que CD47, un
ligando de SIRPaq, pudiera estar presente en la misma célula que la forma mutante de SIRPa y ambas proteinas son
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capaces de proporcionar sefiales intracelulares, no es posible distinguir si tales resultados provienen de la ausencia
de sefalizacion de SIRPa o la ausencia de unidon a CD47. En el caso de los ratones transgénicos para SIRPa
humano, el SIRPa de ratdn esta intacto y funcional. Asi, las funciones dependientes de SIRPa en diversos procesos
biolégicos (por ejemplo, injertos) no pueden atribuirse claramente a la funcién de SIRPa humano o SIRPa de ratén
solas en estos ratones ya que ambos receptores SIRPa humano y de raton estan presentes y funcionales.

Los animales no humanos descritos en el presente documento proporcionan un sistema in vivo mejorado y una
fuente de materiales biol6gicos (por ejemplo, células) que expresan SIRPa humano, los cuales son (tiles para una
variedad de ensayos. Los animales no humanos descritos en el presente documento pueden usarse para desarrollar
agentes terapéuticos que se dirijan a SIRPa y/o modulen la sefializacién SIRPa-CD47. En diversas modalidades, los
ratones de la presente invencién se usan para tamizar y desarrollar agentes terapéuticos candidatos (por ejemplo,
anticuerpos) que se unen al SIRPa humano. Los animales no humanos descritos en el presente documento pueden
usarse para determinar el perfil de unién de antagonistas y/o agonistas al SIRPa humanizado en la superficie de una
célula de un animal no humano como se describe en el presente documento.

Los animales no humanos descritos en el presente documento pueden usarse para medir el efecto terapéutico de
bloquear o modular la transduccion de sefales de SIRPa (por ejemplo, fosforilacion) y el efecto sobre la expresién
génica como resultado de cambios celulares. Un animal no humano descrito en el presente documento o células
aisladas a partir de él pueden exponerse a un agente terapéutico candidato que se une a un SIRPa humano en la
superficie de una célula del animal no humano y, después de un periodo de tiempo posterior, analizarse para
determinar los efectos sobre los procesos dependientes de SIRPa, por ejemplo, proliferacion de células B y/o T,
aclaramiento de plaquetas, e induccién de la expresién de citocinas.

Los animales no humanos descritos en el presente documento expresan una proteina SIRPa humanizada, por lo
tanto pueden generarse células, lineas celulares, y cultivos celulares para servir como una fuente de SIRPa
humanizado para usar en ensayos de union y funcionalidad, por ejemplo, para ensayar la unién o funcién de un
antagonista o agonista de SIRPaq, particularmente cuando el antagonista o agonista es especifico para una
secuencia o epitopo de SIRPa humano. Una proteina SIRPa humanizada expresada por un animal no humano como
se describe en el presente documento puede comprender una variante de la secuencia de aminoacidos. Se han
informado variantes de proteinas SIRPa humanas que tienen variaciones asociadas con los residuos de union al
ligando. Los animales no humanos descritos en el presente documento pueden expresar una variante de una
proteina SIRPa humanizada. La variante puede ser polimérfica en una posicion de un aminoacido asociado con la
union al ligando. Los animales no humanos descritos en el presente documento pueden usarse para determinar el
efecto de union al ligando a través de la interaccion con una variante polimoérfica de SIRPa humana.

Las células de los animales no humanos descritos en el presente documento pueden aislarse y usarse sobre una
base ad hoc, o pueden mantenerse en cultivo por muchas generaciones. Las células de un animal no humano
descrito en el presente documento pueden inmortalizarse y mantenerse en cultivo indefinidamente (por ejemplo, en
cultivos en serie).

Las células de animales no humanos descritos en el presente documento pueden usarse en un ensayo de
dispersién o migracion celular para tamizar y desarrollar agentes terapéuticos candidatos que modulen el SIRPa
humano. Tales procesos son necesarios para muchos procesos celulares que incluyen la cicatrizacion de heridas, la
diferenciacion, la proliferacion y la supervivencia.

Las células de animales no humanos descritos en el presente documento pueden usarse en ensayos de clonacion
para células megacariociticas formadoras de colonias para analizar los aspectos farmacotoxicolégicos de agentes
terapéuticos candidatos que se dirigen a SIRPa humano.

Las células de animales no humanos descritos en el presente documento pueden usarse en ensayos de fagocitosis
para determinar el potencial terapéutico de compuestos o agentes biolégicos que modulen la regulacion de la
fagocitosis dependiente de SIRPa.

Los animales no humanos descritos en el presente documento proporcionan un sistema in vivo para el analisis y
prueba de un farmaco o vacuna. Un farmaco o vacuna candidato puede suministrarse a uno o mas animales no
humanos descritos en el presente documento, seguido del control de los animales no humanos para determinar una
0 mas respuestas inmunitarias frente al farmaco o vacuna, el perfil de seguridad del farmaco o vacuna, o el efecto
sobre una enfermedad o afeccion. Tales farmacos o vacunas pueden mejorarse y/o desarrollarse en tales animales
no humanos.

Los animales no humanos descritos en el presente documento proporcionan un sistema in vivo mejorado para
elucidar los mecanismos de la interaccion de célula a célula humana a través de transferencia adoptiva. Los
animales no humanos descritos en el presente documento pueden implantarse con un xenoinjerto de tumor, seguido
de un segundo implante de linfocitos infiltrantes de tumores que pueden implantarse en los animales no humanos
mediante transferencia adoptiva para determinar la eficacia en la erradicacion de tumores sélidos u otras
enfermedades malignas. Tales experimentos pueden realizarse con células humanas debido a la presencia
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exclusiva de SIRPa humano sin competencia con SIRPa endégeno del animal no humano. Ademas, las terapias y
los agentes farmacéuticos para usar en el xenotrasplante pueden mejorarse y/o desarrollarse en tales animales no
humanos.

Los animales no humanos descritos en el presente documento proporcionan un sistema in vivo mejorado para el
mantenimiento y desarrollo de células madre hematopoyéticas humanas a través del injerto. Los animales no
humanos descritos en el presente documento pueden proporcionar un mejor desarrollo y mantenimiento de las
células madre humanas dentro del animal no humano. Puede observarse un aumento de poblaciones de células B y
T humanas diferenciadas en la sangre, médula dsea, bazo y timo del animal no humano. Los animales no humanos
descritos en el presente documento pueden proporcionar un aumento en el nivel del injerto de células humanas en
comparacion con animales no humanos que expresan SIRPa de ratén y humana.

Los animales no humanos descritos en el presente documento pueden emplearse para evaluar la eficacia de un
farmaco terapéutico dirigido a células humanas. Un animal no humano descrito en el presente documento puede
recibir un trasplante de células humanas, y un candidato a farmaco dirigido a dichas células humanas se administra
a dicho animal no humano. Después se determina la eficacia terapéutica del farmaco mediante el control de las
células humanas en el animal no humano después de la administracion del farmaco. Los farmacos que pueden
someterse a prueba en los animales no humanos incluyen compuestos moleculares pequefios, es decir, compuestos
de pesos moleculares menores que 1500 kD, 1200 kD, 1000 kD, u 800 dalton, y compuestos moleculares grandes
(tales como proteinas, por ejemplo, anticuerpos), que tienen efectos terapéuticos previstos para el tratamiento de
enfermedades y afecciones humanas al dirigirse a células humanas (por ejemplo, unién a ellas y/o accién sobre
ellas).

El farmaco puede ser un farmaco anticancerigeno, y las células humanas pueden ser células cancerosas, que
pueden ser células de un cancer primario o células de lineas celulares establecidas a partir de un cancer primario.
En estos aspectos, un animal no humano descrito en el presente documento recibe un trasplante de células
cancerosas humanas, y se le suministra un farmaco anticancerigeno al animal no humano. La eficacia del farmaco
puede determinarse al evaluar si el crecimiento o la metastasis de las células cancerosas humanas en el animal no
humano se inhibe como resultado de la administracion del farmaco.

El farmaco anticancerigeno puede ser una molécula de anticuerpo, que se une a un antigeno en las células
cancerosas humanas. El farmaco anticancerigeno puede ser un anticuerpo biespecifico que se une a un antigeno en
las células cancerosas humanas, y a un antigeno en otras células humanas, por ejemplo, células del sistema
inmunitario humano (o "células inmunitarias humanas") tales como células B y células T.

Un animal no humano descrito en el presente documento puede recibir un injerto de células inmunitarias humanas o
células que se diferencian en células inmunitarias humanas. Dicho animal no humano con las células inmunitarias
humanas injertadas recibe un trasplante de células cancerosas humanas, y recibe una administracién de un farmaco
anticancerigeno, tal como un anticuerpo biespecifico que se une a un antigeno sobre las células cancerosas
humanas y a un antigeno sobre las células inmunitarias humanas (por ejemplo, células T). La eficacia terapéutica
del anticuerpo biespecifico puede evaluarse en base a su capacidad para inhibir el crecimiento o las metastasis de
las células cancerosas humanas en el animal no humano. El animal no humano descrito en el presente documento
puede recibir un injerto de células progenitoras hematopoyéticas humanas CD34+ que producen células inmunitarias
humanas (que incluyen células T, células B, células NK, entre otras). Las células de linfoma de células B humanas
(por ejemplo, células Raji) se trasplantan en dicho animal no humano con células inmunitarias humanas injertadas,
el cual se administra después con un anticuerpo biespecifico que se une a CD20 (un antigeno en las células B
normales y determinados tumores malignos de células B) y a la subunidad CD3 del receptor de células T, para
probar la capacidad del anticuerpo biespecifico para inhibir el crecimiento del tumor en el animal no humano.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos se proporcionan para describir a los expertos en la técnica como realizar y usar los métodos
y composiciones descritos en el presente documento, y no estan destinados a limitar el alcance de lo que los
inventores consideran como su invencion. A menos que se indique de cualquier otra manera, la temperatura se
indica en Celsius, y la presion es la atmosférica o esta cercana a esta.

Ejemplo 1. Humanizacion de un gen enddgeno de proteina reguladora de sefiales (SIRP).

Este ejemplo muestra métodos ilustrativos para la humanizacién de un gen enddgeno que codifica la proteina
reguladora de sefiales alfa (SIRPa) en un mamifero no humano tal como un roedor (por ejemplo, un raton). Se
conoce que SIRPa humano existe en al menos 10 formas alélicas. Los métodos descritos en este ejemplo pueden
emplearse para humanizar un gen de SIRPa endégeno de un animal no humano con el uso de cualquier alelo
humano, o combinacién de alelos humanos (o fragmentos de alelos) segin convenga. En este ejemplo, la variante 1
de SIRPa humano se emplea para humanizar un gen endégeno de SIRPa de un ratén.
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Un vector de transformacion para la humanizacion de una regién extracelular de un gen de SIRP (por ejemplo,
SIRPa) se construyé mediante el uso de la tecnologia VELOCIGENE® (ver, por ejemplo, patente de los Estados
Unidos ndm. 6,586,251 y Valenzuela y otros (2003) High-throughput engineering of the mouse genome coupled with
high-resolution expression analysis, Nature Biotech. 21(6):652-659).

Brevemente, el clon de cromosoma artificial bacteriano (BAC) de ratén bMQ-261H14 se modificé para eliminar la
secuencia que contiene los exones 2 a 4 de un gen de SIRPa enddgeno e insertar los exones 2 a 4 de un gen de
SIRPa humano mediante el uso del clon de BAC humano CTD-3035H21. EI ADN gendmico correspondiente a los
exones 2 a 4 de un gen endégeno de SIRPa (~8555 pb) se reemplazé en el clon de BAC bMQ-261H14 con un
fragmento de ADN de ~8581 pb que contiene los exones 2 a 4 de un gen de SIRPa humano del clon de BAC CTD-
3035H21. El andlisis de secuencia del alelo de SIRPa humano contenido en el clon CTD-3035H21 de BAC reveld
que el alelo corresponde a la variante humana 1. Un casete de neomicina flanqueado por sitios loxP se afiadié al
extremo del fragmento de ADN humano de -8581 pb que contiene los exones 2 a 4 del gen de SIRPa humano
(Figura 1).

Los brazos de homologia corriente arriba y corriente abajo se obtuvieron a partir del ADN de BAC en raton en las
posiciones 5'y 3' de los exones 2 y 4, respectivamente, y se afiadieron al casete de resistencia a neomicina-
fragmento humano de 8581 pb para crear el vector de transformacion final para la humanizaciéon de un gen
endogeno de SIRPaq, que contiene de 5' a 3' un brazo de homologia en 5' que contiene 19 kb del ADN de ratén en 5'
del exén 2 del gen enddgeno de SIRPa, un fragmento de ADN de 8581 pb que contiene los exones 2 a 4 de un gen
de SIRPa humano, un casete de resistencia a neomicina flanqueado por sitios loxP, y un brazo de homologia en 3'
que contiene 21 kb de ADN de raton en 3' del exén 4 de un gen enddgeno de SIRPa. La insercion dirigida del vector
de transformacion ubico el casete de resistencia a neomicina en el quinto intrén de un gen de SIRPa de raton entre
los exones 4 y 5. El vector de transformacién se linealizé mediante digestion con Swal y después se us6 en la
recombinacion homéloga en células bacterianas para lograr un reemplazo dirigido de los exones 2 a 4 en un gen de
SIRPa de ratén con los exones 2 a 4 de un gen de SIRPa humano (Figura 1).

El ADN de BAC transformado (descrito anteriormente) se usé para someter a electroporacion las células ES de raton
para crear células ES modificadas que comprenden un reemplazo de los exones 2 a 4 en un gen enddgeno de
SIRPa de ratén con un fragmento genémico que comprende los exones 2 a 4 de un gen de SIRPa humano. Las
células ES positivas que contienen un fragmento genémico que comprende los exones 2 a 4 de un gen de SIRPa
humano se identificaron mediante PCR cuantitativa con el uso de sondas TAQMAN™ (Lie y Petropoulos, 1998. Curr.
Opin. Biotechnology 9:43-48). La secuencia de nucleétidos a través del punto de insercion corriente arriba incluyo lo
siguiente, que indica la secuencia endégena de ratdn corriente arriba del punto de insercién (contenida dentro del
paréntesis mas abajo) unida de manera contigua a una secuencia genémica de SIRPa humana presente en el punto
de insercion: (AGCTCTCCTA CCACTAGACT GCTGAGACCC GCTGCTCTGC TCAGGACTCG ATTTCCAGTA
CACAATCTCC CTCTTTGAAA AGTACCACAC ATCCTGGGGT) GCTCTTGCAT TTGTGTGACA CTTTGCTAGC
CAGGCTCAGT CCTGGGTTCC AGGTGGGGAC TCAAACACAC TGGCACGAGT CTACATTGGA TATTCTTGGT
(sec. con ndm. de ident.: 6). La secuencia de nucleétidos a través del punto de insercion corriente abajo en el
extremo 5' del casete de resistencia a neomicina incluy6 lo siguiente, que indica una secuencia genémica de SIRPa
humana contigua con la secuencia del casete corriente abajo del punto de insercion (contenida dentro del paréntesis
mas abajo con la secuencia loxP en letras cursivas): GCTCCCCATT CCTCACTGGC CCAGCCCCTC
TTCCCTACTC TTTCTAGCCC CTGCCTCATC TCCCTGGCTG CCATTGGGAG CCTGCCCCAC TGGAAGCCAG
(TCGAG ATAACTTCGTATAATGTATGCTATACGAAGTTAT ATGCATGGCC TCCGCGCCGG GTTTTGGCGC
CTCCCGCGGG CGCCCCCCTC CTCACGGCGA) (sec. con num. de ident.: 7). La secuencia de nucledtidos a través
del punto de insercidn corriente abajo en el extremo 3' del casete de resistencia a neomicina incluyé lo siguiente, que
indica la secuencia del casete contigua con la secuencia gendmica de raton en 3' del exén 4 de un gen endogeno de
SIRPa (contenida dentro del paréntesis mas abajo): CATTCTCAGT ATTGTTTTGC CAAGTTCTAA TTCCATCAGA
CCTCGACCTG CAGCCCCTAG ATAACTTCGT ATAATGTATG CTATACGAAG TTATGCTAGC (TGTCTCATAG
AGGCTGGCGA TCTGGCTCAG GGACAGCCAG TACTGCAAAG AGTATCCTTG TTCATACCTT CTCCTAGTGG
CCATCTCCCT GGGACAGTCA) (sec. con num. de ident.: 8). Los clones de células ES positivas se usaron después
para implantar en ratones hembras mediante el uso del método VELOCIMOUSE® (ver, por ejemplo, patente de los
Estados Unidos nim. 7,294,754 y Poueymirou y otros 2007, FO generation mice that are essentially fully derived
from the donor gene-targeted ES cells allowing immediate phenotypic analyses Nature Biotech. 25(1):91-99) para
generar una camada de crias que contienen una insercion de los exones 2 a 4 de un gen de SIRPa humano en un
gen enddgeno de SIRPa de un raton.

Las células ES transformadas descritas anteriormente se usaron como células ES donantes y se introdujeron en un
embrién de ratén en etapa de 8 células mediante el método VELOCIMOUSE® (mas arriba). Los ratones que portan
la humanizacion de los exones 2 a 4 de un gen enddgeno de SIRPa se identificaron mediante genotipado con el uso
de una modificacién de un ensayo de alelos (Valenzuela y otros, mas arriba) que detecta la presencia de las
secuencias génicas de SIRPa humano.

Los ratones que portan la construccién del gen de SIRPa humanizado (es decir, que contienen los exones 2 a 4 de

SIRPa humana en un gen de SIRPa de ratén) pueden cruzarse con una cepa de ratdn Cre deletor (ver, por ejemplo,
la publicacion de la solicitud de patente Internacional nim. WO 2009/114400) para eliminar cualquier casete de
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resistencia a neomicina con sitios lox introducidos por el vector de transformacién que no se elimina, por ejemplo, en
la etapa de célula ES o en el embrién. Opcionalmente, el casete de resistencia a neomicina se mantiene en los
ratones.

Las crias se genotipifican y una cria heterocigota para la construccion del gen de SIRPa humanizado se selecciona
para su caracterizacion.

Ejemplo 2. Expresion de SIRPa humanizado en animales no humanos.

Este ejemplo ilustra la expresion caracteristica de la proteina SIRPa en la superficie de células de animales no
humanos disefiados genéticamente para contener una construccion del gen de SIRPa humanizado como se
describe en el Ejemplo 1 en un locus enddégeno de SIRPa.

Brevemente, los bazos se aislaron a partir de ratones de tipo silvestre (WT) y heterocigotos para un gen de SIRPa
humanizado. Los bazos se perfundieron después con Colagenasa D (Roche Bioscience) y los eritrocitos se lisaron
con tampodn de lisis ACK de acuerdo con las especificaciones del fabricante. La expresion en la superficie celular de
SIRPa humano y de ratdén se analiz6 mediante FACS con el uso de anticuerpos anti-CD3 (17A2), anti-CD19 (1D3),
anti-CD11b (M1/70), anti-SIRPa humana (SE5A5), y anti-SIRPa de ratén (P84) conjugados con fluorocromo. La
citometria de flujo se realiz6 mediante el uso de BD LSRFORTESSA™. La expresion ilustrativa de SIRPa humano y
de ratén segln se detectd en la superficie de monocitos CD11b+ se muestra en la Figura 2.

Como se muestra en la Figura 2, la expresion de SIRPa de ratén y humanizado pudo detectarse claramente en la
superficie de monocitos CD11b+ de ratones heterocigotos.

Ejemplo 3. Injerto de células humanas en animales no humanos humanizados para SIRP.

Este ejemplo ilustra un injerto mejorado de células madre hematopoyéticas humanas en animales no humanos que
tienen un gen de SIRPa humanizado.

Brevemente, los ratones Rag2 KO IL2Ry nulos con o sin un gen de SIRPa humanizado se llevaron a condiciones
libres de patégenos. Los ratones recién nacidos (2 a 5 dias de edad) se irradiaron con 240 cGy y se inyectaron de
manera intrahepatica con 1x105 células madre hematopoyéticas humanas CD34+. Se tomaron muestras de sangre
de los ratones 10 a 12 semanas después del injerto y la sangre se analiz6 mediante FACS con el uso de anticuerpos
anti-CD45 humano (HI30), anti-CD3 humano (SK7), anti-CD19 humano (HIB19) y anti-CD45 de raton (30-F11)
conjugados con fluorocromo para verificar la reconstitucion del sistema inmunitario humano. El fondo genético de los
ratones es BALB/cTa x 129/SvJae.

Los porcentajes ilustrativos de células CD34+ humanas en ratones de tipo silvestre, heterocigotos para SIRPa
humanizado, ratones homocigotos para SIRPa humanizado y ratones BALB-Rag2-/-IL2Ryc-/- (DKO) se muestran en
las Figuras 3 - 5.

Como se muestra en este ejemplo, los ratones homocigotos para un gen de SIRPa humanizado demuestran un
injerto mejorado de células CD34+ humanas al proporcionar el mayor porcentaje de células CD34+ humanas en la
periferia (por ejemplo, en sangre) en comparacién con otras cepas analizadas.

En conjunto, estos datos demuestran que SIRPa humanizado es funcional en los ratones como se describe en la
presente descripcion a través de la expresion en la superficie de células en el ratén y ser capaz de sustentar el
injerto de células madre hematopoyéticas CD34+ humanas.

Ejemplo 4. Evaluacion de la eficacia del Ac 1 sobre el crecimiento tumoral de linfoma en células Raji en ratones
BRG.

Sumario

El Ac 1 es un anticuerpo biespecifico (bsAc) que se une a CD3, un antigeno de células T asociado con el complejo
del receptor de células T (TCR), y a CD20, un antigeno de la superficie de células B presente en células B normales
y varios tumores malignos del linaje de células B. El Ac 1 esta disefiado para unir las células que expresan CD20
con las células T citotoxicas mediante la unién a la subunidad CD3 del TCR, lo que resulta en la muerte de células T
policlonales dirigida por CD20. CD20 es una diana validada clinicamente para la inmunoterapia; el anticuerpo
quimeérico rituximab esta aprobado para el tratamiento de los linfomas no Hodgkin (NHL) y la leucemia linfocitica
cronica (CLL). Aunque los pacientes pueden llegar a ser refractarios al rituximab, tipicamente no se observa pérdida
de la expresién de CD20. Por lo tanto, un anticuerpo biespecifico que una las células tumorales CD20 positivas con
las células T citotOxicas representa una estrategia antitumoral potencial.

En este estudio, el efecto de tratamiento con el bsAc CD20xCD3 Ac 1 sobre el crecimiento tumoral de linfoma de
células B humanas (Raji) se examiné en un modelo tumoral en ratén. El modelo utiliz6 ratones BALB/c-Rag2nulo
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IL2rynulo (BRG) injertados con hCD34+ que se humanizaron para SIRPa. Estos ratones, con células T, B, y NK
humanas, asi como granulocitos, monocitos, y células dendriticas (DC), se trataron con Ac 1 dos veces a la semana,
lo que dio como resultado una supresion significativa del crecimiento de tumores Raji en comparacién con el control
de vehiculo y el AcM control de no unién, Ac 5 Control. El tratamiento con el Ac 1 suprimié el crecimiento
tumoral a 0,4 mg/kg y 0,04 mg/kg con un mayor nivel de significacién que el grupo control de vehiculo a todo lo largo
del periodo de tratamiento (p<0,0001). No se observo una pérdida del peso significativa en ningln grupo de
tratamiento. Estos resultados muestran que el Ac 1 se dirige a tumores Raji en ratones con células inmunitarias
humanas, lo que da lugar a una supresion tumoral significativa.

Materiales y métodos

Materiales

Compuesto de prueba y anticuerpo control

Compuesto de prueba: Ac 1.

Anticuerpo control: Ac 5 Control.

Reactivos

Tabla 4: Lista de reactivos

Reactivo Fuente Identificacion
. . Instalacién central de N ,
Células Raji Raji P 1-4-10 Pase num. 4
Regeneron

Células madre hematopoyéticas (HSC)
CD34+ humanas aisladas de higados
fetales humanos

Advanced Biosciences
Resource, Inc.

Catalogo nim. 0500-300, Lote nam.

hPBMC Reachbio 130322
e Catalogo num. 181164-100G, Lote
L-Histidina Amresco nGm. 3363E344
Sacarosa Biosolutions Catalogo num. BIO640-07, Lote nim.
0816012
. N Catalogo num. 9160, Lote nim.
RPMI Irvine Scientific 9160100803
FBS Tissue Culture Catélogo num. 101, Lote ndm.
Biologicals 107062
. . . . Catalogo num. 10376-016, Lote nim.
Penicilina/Estreptomicina/L-Glutamina Gibco 1411480
. Catalogo nim. 21985-023, Lote nim.
2-Mercaptoetanol Gibco 762405
Anti-CD45 humano Invitrogen Catalogo num|._||l/|3l—(|)CD4518, Clon

BD Biosciences
BD Biosciences

Anti-NKp46 humano
Anti-CD 19 humano

Catéalogo num. 558051, Clon 9E2
Catalogo nim. 555412, Clon HIB19
Catalogo num. MHCDO0328, Clon
S4.1

Anti-CD3 humano Invitrogen

Anti-CD14 humano

BD Biosciences

Catalogo num. 557742, Clon M5E2

Anti-CD45 humano

BD Biosciences

Catéalogo num. 557659, Clon 30-F11

BD Fortessa

BD Biosciences

Instrumento de orden especial

Sistemas de prueba

Los estudios en tumores presentados en este informe emplearon ratones inmunodeficientes BALB/c-Rag2nulos
IL2rynulos (BRG) de 24-32 semanas de edad, machos y hembras, humanizados para el gen de la proteina
reguladora de sefales alfa (SIRPa). Estos se generaron en Regeneron mediante transformacion de células madre
embrionarias (ES) (Strowig y otros, Proc Natl Acad Sci USA, 108(32): 13218-13223 (2011)). Después del
reconocimiento de CD47, SIRPa inhibe el aclaramiento de células CD47 positivas por los macrofagos. Estudios
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anteriores han demostrado que los ratones BRG que expresan el transgén SIRPa humano tienen un injerto
mejorado de HSC humanas (Strowig y otros, Proc Natl Acad Sci USA, 108(32): 13218-13223 (2011)).

Las crias BRG SIRPa recién nacidas se irradiaron e injertaron con células progenitoras hematopoyéticas hCD34+
derivadas de higado fetal (Traggiai, y otros, Science, 304(5667): 104-107 (2004)). Estas HSC humanas dan lugar a
células T, B, y NK humanas, asi como a granulocitos, monocitos, y células dendriticas (DC). Debido a los bajos
niveles de células B humanas circulantes, hay bajos niveles de IgG humana circulante. Ademas, estos ratones no
desarrollan centros germinales, carecen de ganglios linfaticos y tienen una reposicion limitada de células Ty B si se
agotan estas células. Los monocitos murinos, las DC, y los granulocitos contindan presentes también. La
composicion de células inmunitarias se confirmé mediante citometria de flujo de sangre, y los ratones se asignaron
al azar por el % de injerto CD45 humano antes de su uso en los estudios de tumores. Los ratones se implantaron
con células tumorales Raji en el Dia 0, y se analiz6 la capacidad del Ac 1 para bloquear el crecimiento tumoral en 4
semanas. Los pesos corporales y los volimenes tumorales se registraron en los dias 3, 6, 9, 13, 16, 20, 23, 27,30 y
34 después de la implantacion.

Disefio experimental
Reconstitucion del sistema inmunitario humano en ratones BRG SIRPa

Los ratones BALB/c Rag2 /-yc-/- (BRG) con SIRP alfa humano (BRG SIRPa) inmunodeficientes se criaron en los
aisladores libres de gérmenes en las instalaciones de animales de Regeneron. Los ratones neonatos se irradiaron
con una dosis de 300 cGrey, 8-24 horas antes de la inyeccion de células madre hematopoyéticas (HSC) CD34+
humanas aisladas a partir de higados fetales humanos. El injerto se dej6 desarrollar durante 12-16 semanas y la
cantidad de células injertadas se evalu6 periédicamente mediante citometria de flujo. Durante toda la duracion del
experimento, los animales se alojaron en las instalaciones de animales de Regeneron en condiciones estandar en
un ciclo dia/noche de 12 horas con acceso a la comida y al agua ad libitum. La cantidad de animales por caja se
limit6 a un méximo de 5 ratones.

Se analizé la sangre de los ratones para determinar el por ciento de los niveles de injerto antes de iniciar el estudio.
Se tomaron muestras de sangre completa en dos tubos capilares que contenian 150 ul de EDTA al 2 % (acido
etilendiaminotetraacético; 15 mg/ml). Los gl6bulos rojos se lisaron mediante el uso del tampon de lisis ACK durante 3
minutos y el tampoén se neutralizé con PBS (sin calcio ni magnesio). Las células se bloquearon con Bloqueo de Fc
durante 5 minutos a 4 °C y después se tifieron con CD45 humano, NKp46, CD19, CD3 y CD14 durante 30 minutos a
4 °C. Las muestras se analizaron mediante citometria de flujo con 5 laseres (BD Fortessa). El por ciento de injerto se
determin6 como el % de células CD45+ humanas de las células totales.

Procedimiento de estudio de tumores Raji en ratones BRG SIRPa

En el dia 0, los grupos de 5 ratones BRG SIRPa recibieron la administracion de 2x106 células tumorales Raji por via
subcutanea. El mismo dia, los ratones se trataron con una dosis intraperitoneal (IP) de Ac 1 (0,4 o 0,04 mg/kg),
Control de AcM control de no unién Ac 5 (que se une un antigeno felino sin reactividad cruzada con CD20 o CD3
humanos) a una dosis de 0,4 mg/kg o vehiculo solo. Posteriormente los ratones recibieron dos dosis de
anticuerpo/semana durante 4 semanas. El crecimiento tumoral se midié con calibres en los dias 3, 6, 9, 13, 16, 20,
23, 27,30y 34. Los grupos de estudio se resumen en la Tabla 5.

Tabla 5: Resumen de los grupos de tratamiento en ratones BRG SIRPa

Grupos Tumor Anticuerpo Dosis (mg/kg) | Via | Programa Cant.
de
ratones
Grupos control Raji Sin anticuerpo (Solo vehiculo) 0 IP 2x/sem 5
Raji Ac 5 Control 0,4 1P 2x/sem 5
Grupos Raji Acl 0,4 IP 2x/sem 5
experimentales Raji Ac 1 0,04 IP 2x/sem 5

Procedimientos especificos

Preparacion de reactivos

Cada uno del Ac 1y el Ac 5 Control se diluyeron hasta la concentracién deseada en vehiculo (histidina 10 mM, 5 %
de sacarosa, pH 5,8). Las células Raji se obtuvieron de la instalacién central de Regeneron (pase 4) y se
mantuvieron en medio de cultivo: RPMI 1640 +10 % FBS + Pen Strep-L-Glu + Mercaptoetanol. Las células Raji se
diluyeron hasta la concentracién deseada en medio.

Andlisis estadistico
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Los analisis estadisticos se realizaron mediante la utilizacion del programa GraphPad Prism 5.0 (Versién Macintosh).
El nivel de significacién estadistica se determind mediante ANOVA de dos vias y posteriormente la prueba de
comparaciones mdltiples de Tukey. Los datos de cada una de las lecturas se compararon entre los grupos de
tratamiento. Un umbral de p<0,05 se considerd estadisticamente significativo, como se indica por *. Los ratones que
murieron antes del final del estudio se eliminaron de los graficos de las curvas de crecimiento tumoral combinadas
(pero no de la curva de crecimiento de los ratones individuales) como se indica y el andlisis estadistico para analizar
mediante ANOVA de dos vias.

Resultados
El Ac 1 suprime el crecimiento de células tumorales Raji en ratones BRG SIRPa injertados con hCD34+

El Ac 1 suprimié el crecimiento de tumores Raji en comparacion con el control de vehiculo y el control de no unién en
ratones BRG SIRPa injertados con hCD34+ (Figura 6). Las crias BRG SIRPa recién nacidas se irradiaron y se
injertaron con células hepaticas fetales hCD34+ como células progenitoras hematopoyéticas (Traggiai, y otros,
Science, 304(5667): 104-107 (2004)), lo que dio lugar a células T, B, y NK humanas, asi como a granulocitos,
monocitos, y DC. En el dia 0, los ratones BRG SIRPa injertados con hCD34+ recibieron la administraciéon de 2x106
células tumorales Raji por via subcutanea. El mismo dia, los ratones se trataron con una dosis intraperitoneal (IP) de
Ac 1 (0,4 o 0,04 mg/kg) o el Control de AcM control de no unién Ac 5, o control de vehiculo, seguido de dos dosis
semanales a todo lo largo del estudio.

En comparacion con los grupos control de vehiculo y los grupos control de no unién, el Ac 1 suprimié
significativamente el crecimiento de tumores Raji, administrado en dosis de 0,04 mg/kg (p<0,0001) o 0,4 mg/kg
(p<0,0001) en el dia 34 después de la implantacion del tumor (Figura 7). Ademas, los efectos del tratamiento con el
Ac 1 fueron dependientes de la dosis, donde el Ac 1 a 0,4 mg/kg suprimi6 el crecimiento completamente a todo lo
largo del estudio, en comparacion con el Ac 1 a 0,04 mg/kg, que suprimi6 el crecimiento tumoral completamente
hacia el Dia 30. Ni el Ac 1 ni el AcM control de no unién tuvieron un efecto significativo sobre el peso corporal de los
ratones a todo lo largo del estudio (Figura 8).

Conclusién

El efecto del tratamiento con Acl, un bsAc CD20xCD3, sobre el crecimiento de tumores Raji se examiné en un
modelo de raton. El Ac 1 fue eficaz en la supresion del crecimiento tumoral en ratones BRG SIRPa injertados con
hCD34+ con células T, B, y NK humanas, asi como granulocitos, monocitos, y DC. El tratamiento dos veces a la
semana con Ac 1 dio como resultado una supresion significativa y dependiente de la dosis del crecimiento tumoral
de linfoma de células B humanas Raji en comparacién con el control de vehiculo y el control de no unién. No se
observo una pérdida del peso significativa en ningn grupo de tratamiento. Estos resultados muestran que el Ac 1 se
dirige a tumores Raji en ratones con células inmunitarias humanas, lo que da lugar a una supresion significativa del
crecimiento tumoral.

Equivalentes

Habiendo descrito asi diversos aspectos de al menos una modalidad de esta invencion, los expertos en la técnica
apreciaran que pueden idear facilmente diversas alteraciones, modificaciones, y mejoras. Tales alteraciones,
modificaciones, y mejoras estan destinadas a ser parte de esta descripcion. En consecuencia, la descripcién anterior
y los dibujos son solo a manera de ejemplo.

El uso de términos ordinales tales como “primero”, “segundo”, “tercero”, etcétera, en las reivindicaciones para
modificar un elemento de reivindicacién no connota en si mismo ninguna prioridad, precedencia, u orden de un
elemento de reivindicacion sobre otro o el orden temporal en que se realizan las acciones de un método, sino que se
usan simplemente como etiquetas para distinguir un elemento de reivindicacién que tiene un determinado nombre de
otro elemento que tiene el mismo nombre (excepto por el uso del término ordinal) para distinguir los elementos de
reivindicacion.

Debe entenderse que los articulos “un” y “una” como se usan en la presente descripcion en la especificaciéon y en las
reivindicaciones, a menos que se indique claramente de cualquier otra manera, incluyen los referentes plurales. Las
reivindicaciones o descripciones que incluyen “0” entre uno o mas miembros de un grupo se consideran satisfechas
si uno, mas de uno, o todos los miembros del grupo estan presentes, se emplean, o son relevantes de cualquier otra
manera en un producto o proceso determinado a menos que se indique lo contrario o resulte evidente de cualquier
otra manera a partir del contexto. La invencion incluye modalidades en las que exactamente un miembro del grupo
esta presente, se emplea, o es relevante de cualquier otra manera en un producto o proceso determinado. La
invencioén incluye, ademéas, modalidades en las que mas de uno, o todos los miembros del grupo estan presentes, se
emplean, o son relevantes de cualquier otra manera en un producto o proceso determinado. Ademas, debe
entenderse que la invencion abarca todas las variaciones, combinaciones, y permutaciones en las que una o mas
limitaciones, elementos, clausulas, términos descriptivos, etcétera, de una o mas de las reivindicaciones
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enumeradas se introducen en otra reivindicacion dependiente de la misma reivindicacién de base (o, segln sea
relevante, cualquier otra reivindicacion) a menos que se indique de cualquier otra manera 0 a menos que resulte
evidente a un experto en la técnica que podria surgir una contradiccidon o inconsistencia. Cuando los elementos se
presentan en forma de listas (por ejemplo, en grupo Markush o un formato similar) debe entenderse que cada
subgrupo de los elementos también se describe, y cualquier elemento(s) puede(n) eliminarse del grupo. Debe
entenderse que, en general, cuando la invencién, o aspectos de la invencién, se refiere(n) como que comprende(n)
elementos, caracteristicas particulares, etcétera, determinadas modalidades de la invencién o aspectos de la
invencién consisten, 0 consisten esencialmente en tales elementos, caracteristicas, etcétera. Con propositos de
simplicidad esas modalidades no se han expuesto especificamente en cada caso de manera explicita en la presente
descripciéon. Debe entenderse que cualquier modalidad o aspecto de la invencién puede excluirse explicitamente de
las reivindicaciones, independientemente de si la exclusién especifica se menciona en la especificacion.

Los expertos en la técnica apreciaran estandares de desviacion o error tipicos atribuibles a valores obtenidos en
ensayos u otros procesos descritos en el presente documento. Las publicaciones, sitios web y otros materiales de
referencia referidos en la presente descripcion describen los antecedentes de la invencion y proporcionan detalles
adicionales relacionados con su préactica.
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ogogotggeo
gogottgote
tocteooctege
gteoegeotoee
goggogtote
goggaggggy
cacogoogot
ctggoogeoct
gagooacgygy
gggattocgac
ggtacagagg
ctogaattag
tcagtaatgt
catcagagoo
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actteoacctg
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gagggggaac
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720
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ctoctoctag
gtooccagett
aaattattga
atgctgttta
ttttotttoo
tgggtottgt
gaaacagatt
acttocagea
tggooctttg
taatgttgge

cacttcagag

ES 2624 614 T3

accaggtgaa
ggotggagaa
atgggaccta
tggtgttoac
tgectgggatt
ctacccacaa
tgotgatgge
cttocacacg
caaatgacat
cacccococgggo
tgoctaggeo
cacagocage
ggaagtgaat
atggagtgge
cacgggtect
cotottggge
actggagaaa
tggateoctgyg
tgtggagaag
tcaaaccegec
gotggocteoo
accagoagag
geottocteoca
gaaatgtgaa
gttgttgttg
cttaaaacaa
gaagtotgag
tttttcaaat
cocagcgtea
coctocatggo
cattocacat

geatgoagag

ccteoacetge
tggaaacgta
taattacaca
gtgoccaggtyg
tgocccacteg
ctggaatgto
tgototetac
gttgcacgag
caacgacato
coctgageoct
agaggataco
cooccaagect
ggggctgtay
catgacgagg
aggaccaggg
acccacgtoo
gotgeectgga
tottggeaac
agotcacoat
coatctgtgg
coacctocca
actocotggg
gotagoacta
ctgtgoagteo
ggtttetttt
cagoagoago
gtotaacagt
toccagaate
ctgggacgaa
tactgtggta
tgaggggaca

agaagggaca

31

cgggctgaga
tcacggaatyg
agettgtteeo
aagcacgacso
agtgatcaag
ttocatocggtyg
ctectoogga
cocgagaaga
acatacgoag
aacaaccaca
ctecacctatg
gagocatett
totgtactag
acatccocagoo
gtaagggtgg
cottetteoeog
atccaagaag
cocaggttge
ctotaccoaa
aagaactaca
ggctgactag
catgtteoagt
actcagoage
ttaaagctaa
ctttttaatt
atcttggeote
ttattgtoot
ctgaggacca
cocaggooctg
agtgoagoct
aggtcagtga

cteggocage

ggttctacce
acacgoooaa
tggtgaacte
aacagocage
ggagcatgca
tgggegtgge
toaaacagaa
acgecaggga
acctgaateot
cagaatatgeo
ctgacctgga
teteagagta
gocecatoos
agoccaatoct
coctttgtett
gaggctgggt
tgttgtgoct
gtecttgatg
cttgagottt
ccagaagtca
coctggggag
gtggooocac
ategotobgh
ggtgttagaa
tetttttett
tttgtecatgt
ggaaggattt
agaaggatoc
ttettacaag
tgtetgacoe
tgococoott

tetetgagat

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2480

2520

2580

2640

2700

2780

2820

2880

2940

3000

3060

3120
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32

aatcagtgoa aggaggagtc cgttttttge cagoaaacct cageoaggatc acactggaac 3180
agaacctggt catacctgtg acaacacage tgtgagocag ggcaaaccac ccactgtcac 3240
tggotogaga gtotgggoag aggototgac coctocacocot ttaaactgga tgooggggoo 3200
tggetgggoe caatgocaag tggttatgge aaccctgact atectggtett aacatgtage 3360
tcaggaagtyg gaggocgotaa tgtcocococcaat coctggggat tocctgattoo agotattoat 3420
gtaagcagag ccaacctgeoe tattteotgta ggtgegactg ggatgttagg agocacagoaa 3480
ggacccaget ctgtaggget ggtgacctga tacttoctcat aatggeoatct agaagttagg 3540
ctgagttgge ctcactggoe cagcaaacca gaacttgtet ttgtcocoggge catgttottg 3600
ggotgteotte taattocaaa gggttggttg gtaaagotoeo accoocotteot cototgocota 3660
aagacatcac atgtgtatac acacacgggt gtatagatga gttaaaagaa tgtecteget 3720
ggcatoctaa ttttgtotta agtttttttg gagggagaaa ggaacaagge aagggaagat 3780
gtgtagettt ggetttaace aggcagectg ggggctccca agectatgga accctggtac 3840
aaagaagaga acagaagogoe ooctgtgagga ghtgggatttg tttttotgta gaccagatga 3900
gaaggaaaca ggccctgttt tgtacatagt tgcaacttaa aatttttgge ttgcaaaata 3960
tttttgtaat aaagatttet gggtaacaat asaaaaasas Baaasas 4007
<210>2
<211>509
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 2
Met Glu Pro Ala Gly Pro Ala Pro Gly Arg Leu Gly Pro Leu Leu Leu
1 5 10 15
Cys Leu Leu Leu Ser Ala Ser Cys Phe Cys Thr Gly Ala Thr Gly Lys
20 25 30
Glu Leu Lys Val Thr Gln Pro Glu Lys Ser Val Ser Val Ala Ala Gly
35 40 45
Asp Ser Thr Val Leu Asn Cys Thr Leu Thr Ser Leu Leu Pro Val Gly
50 55 60
Pro Ile Arg Trp Tyr Arg Gly Val Gly Pro Ser Arg Leu Leu Ile Tyr
65 70 75 a0
Ser Phe Ala Gly Glu Tyr Val Pro Arg Ile Arg Asn Val Ser Asp Thr
85 30 a5
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Thr

Fro

Ser

Val

145

Gly

Ser

His

Asn

Ser

225

Val

Lys
305

Ser

hsp

Lys

Ala

Glu

130

Leu

Ile

Fro

Fro

Ila

210

Lys

Arg

Lys

Cys

Glu

290

Asn

Ser

Gln

Asp

115

Fro

Ala

Fro

Axrg

Leu

195

Sar

Yal

Gly

Val

Axg

275

Asn

Thr

Ala

Gln

Asn

100

Ala

Asp

Lys

Asn

180

Glu

Sar

Ile

Ile

Thr

260

Ala

Gly

hsp

Hig

Pro
240

Asn

Gly

Thr

Pro

Gln

165

Ile

Thr

Thr

Cys

Ala

245

Gln

Glu

Asn

Gly

Arg

325

Ala

Met

Ile

Glu

Ser

150

Lys

Thr

Thr

val

Glu

230

ASD

Gln

Arg

val

Thr

310

Glu

Ila

Asp

Tyr

Ile

135

Pro

Val

Lau

Val

Arg

215

Val

Lau

Ser

Fhe

Sar
295

Tyr

Asp

The

Fhe

Tyr

120

Gln

Pro

Asn

Lys

hsn

200

Val

Ala

Ser

Pro

Tyr

280

Arg

Asn

Val

Arg

ES 2624 614 T3

Ser

105

Cys

Ser

Glu

Fhe

Trp

185

Fro

Val

His

Asn

Thr

265

Fro

Ban

Ty

Val

Asn
345

Ila

Val

Gly

Val

Thr

170

Phe

Ser

Lau

Ile

Phe

250

Ser

Glu

Thr

Phe
330

His

Arg

Lys

Gly

Ser

155

Cys

Lys

Gly

Thr

235

Ile

Met

Asp

Thr

Ser

315

Thr

Thr

33

Ila

Phe

Gly

140

Gly

Lys

Asp

Lys

Sar

220

Leu

Arg

Asn

Lau

Pro

300

Lau

Cys

Val

Ser

Gln

125

Thr

Pro

Ser

Gly

hsn

205

Mat

hsp

Val

Gln

Gln

285

Lys

Phe

Gln

Asn

110

Lys

Glu

Ala

His

Gln

130

Val

hsp

Ser

Val

270

Asn

Val

Gly
350

Val

Gly

Val

Rsp

Gly

175

Glu

Sar

Val

Ser

Fro

255

Asn

Ila

Val

Lya
335

Fha

Thr

Ser

Tyr

Arg

1e0

Fhe

Leu

Tyr

Asn

Pro

240

Thr

Leu

Trp

Thr

Asn

320

Hisg

Ala
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Ser
355

His Ser

Thr His Asn

370

Leu Val Val

385

Lys Lys RAla

Lys Asn Ala

Ile Thr

435

Pro Arg Ala

450

Thr
465

Gly Lys

Val

Asp Gln Gly

Asn Val

Trp

Leu
350

Lys Gly Ser

405

Arg Glu Ile

420

Tyr Ala Asp

Pro Glu Pro

Val Pro

474

Leu
485

His Ser

ES 2624614 T3

Ser Met
360

Fhe
375

Ile

Ala Ala

Thr

Sear

Thr Gln

Gln

Gly Val

Leu

Ser

Ile

Thr

Gly Val

Phe Pro Rsp Asn

365

Rla Cys

380

Leu
385

Tyr

Thr Arg
410

Gln Asp

425

Leu Asn
440

Asn Asn
455

Pro

Arg Ala

Leu

His

Glu Asp

Gln

Pro Lys

Thr Glu

Leu Arg

Leu

Glu

Tyr Ala

Ile

His Glu

Thr Asn Asp

430

Lys
445

Lys

Ser

460

Thr Leu

4735

Pro Ala
450

Thr

Pro

Tyr Ala

Lys Pro

Phe Ser Glu

500

Ala Val Gln Val

505

Ser Tyr Ser Gln Arg Lys

<210> 3

<211> 4201

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 3

toceoggocoge
ctggggaggy
togoogocta
aggcgagggy
togoagoget
ggcagocoog
atggagoceog

gogtoctgeg

acocacoooo
ttaaaaggca
cagoctotoeg
aggtoggocg
gaccttagaa
geggegette
coggocoggc

cotggtoagg

aagaggggoa
gacgoooooo
ccagbgggaa
caactteocaoo
aaacaagttt
cagtgeoctte
coccoggooga

agtggcgggt

ttoageotttyg
cgococooge
gocggggagea
ggtccacctt
gogoaaagtyg
cagococcoctoge
ctogggooge

gaggaggagec

34

gggotocagag
gooooogege
goccgogogge
aagaggacga
gagcggggac
gggcggcgea
tgctetgect

tgocaggtgat

Rsn Ala

Ala

Leu

Gln
400

Lys

Pro Glu

415

Ile Asn

Pro Ala

Ile Glu

Asp Leu
480

Glu
485

Pro

goacgaccteo
coogactect
cggagtoogyg
tgtagococago
coggectotg
googoggoce
gctgotegeo

tocageooctgac

60
120
180
240
300
360
420

480
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aagtcegtgt
atcococtgtgg
aatcaaaaag
aacatggact
tgtgtgaagt
gagotgtotg
acacctoage
accctgaaat
gtaggagaga
gacgttoact
egtgggactyg
cagccogtga
cagagactac
acegttacag
tctgeoccaca
gtecagoaaaa
gocegoctgaga
accttgotgg
gocoagggot
acacaggaca
gctoooocagg
cagooogogt
accococaage
gteccgagga
gteeccacagg
tgoaggotot
ccageactte
acgttgccaa
gaactottgt
atgeotoogaa

accacctooca

ctagagtggg

tggttgcage
ggoocatoca
aaggocactt
tttecatoog
teocggaaagg
tgogogocaa
acacagtgag
ggttcaaaaa
gogtgtocta
ctoaagtcat
ccaacttgte
gggcagagaa
agctgacctg
agaacaagga
gggatgatgt
gocatgacet
acactggate
tggoocctact
coacttotte
caaatgatat
ctgoggagoo
cggaggacac
agooggoooo
agtgaatggg
gagocgccgt
gggacooagy
ctgggoagos
accagocagy
gectoogtee
gootgatott
cocaccaccac

gaagatttec
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tggagagaca
gtggttcaga
coccogggta
catoggtaac
gagocccgat
acoctotgeoo
cttocacctge
tgggaatgag
cagcatccac
ctgogaggtg
tgagaccate
ccaggtgaat
gttggagaat
tggtacctac
gaagctoace
gaaggtctea
taatgaacgg
gatggoggeoco
tacaaggttyg
cacatatgea
CcCaacaaccac
cotoacctat
caagoctgag
acogtggttt
gatgagcaca
ggocagggty
acggoccoct
gaaccaacct
atcaccatgt
coagggtagy
caccaccaco

cetttagate

gocactetge
ggagctggac
acaactgttt
atcacooecag
gacgtggagt
coogtggtat
gagtoocacyg
ctctcagact
agcacagcocca
goocacgtoa
ocgagttocac
gtcacctgeco
ggaaacgtgt
aactggatga
tgocaggtyyg
goocaccoga
aacatctata
ctotacctog
catgagooog
gacctgaace
acggagtatg
gotgacctgg
cogtocttet
gotctageac
gocaacecag
goktottotet
coccocacat
gggaagtggc
gggttttgaa
gaggagaaas
accaccacta

aaactgoooc

35

gctgeactge
caggooggga
cagacctoac
cagatgeegg
ttaagtetgg
cgggooctge
getteotocace
toccagaccaa
aggtggtgot
cottgeocaggg
ccaccttgga
aggtgaggaa
coccggacaga
goctggetoct
agcatgacgg
aggagcaggyg
ttgtggtggg
toocgaatoag
agaagaatgo
tgcccaaggy
coagoatteoa
acatggtcca
cagagtacge
ccatetetac
tteceggagg
coccaccoct
tgccacatac
cagaactgoc
gaccctogac
toozaccotoo
ccaccaccac

ttocatggaa

gacctototg
attaatctac
aaagagaaac
cacctactac
agcaggoact
FFegagggec
cagagacatea
egtggacece
gaccogogag
ggaccoctott
ggttactcoaa
gttetacece

aacggoctca

ggtgaatgta
goagocagog
ctcaaatace
tgtggtgtgc
acagaagaaa
cagagaaata
gaagaagoot
gaccagooog
cctcaacogg
cagegtocag
gogoetttektt
gcotggggogg
cottggotot
ctggaggctyg
tggggtccaa
tgectocoog
cotgacotoo
ccaactgggyg

aagctggaaa

540

600

660

720

780

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400
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aaaactetgg
catcocctagg
gagacaaaac
ctocaccogy

caacatcteg

ctgaggtgtt
goaacgtgat
gaggtttaac
aagtcccaga
gocttetgge
gocttetgtg
tgacagtgoa
gtgaagatga
gggatagtgg
tgagetgate
ctggaataaa
cctoctgtoco
coagtogggt
ttcagtetteo
gatgoccaag
ggaggtccta
cacctggtga
gotttggoca
ggotagttoo
gagacagoac
tttottggtg
ataaggccaa
ccttgtgtat
gtttcaggag
gocaacttaaa

a

aacccatate
ctaaagageoc
cctotgette
acccatctet
ctgtggacge
agaaaacttyg
cttggctgte
agttegttgt
accoccaagaa
tgggactgac
acccocgetgt
gtocttatega
cacooctoog
coctggoogt
cttgaagaag
ttgaagacag
agaaggttgg
gtgagggect
actataacte
ggatttotgg
caggtgaaac
ttteaatgat
gagotcococogt
aaattccaaa
atacgtgtge
ccattttecat
ggaagatgta
tgaaccccag
tttattttaa

ctttttgget
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caggottggt
atgagtectg
cttgggtoee
coccttotaga

ctgtaaatta

atctgtggtyg
tgtcatgtgt
cctggaggga
tgggcaagaa
ttggocatgt
ggtaagtcca
gacccaatgeo
caccacotot
ctatcctacc
aaatettoca
ccagggggat
ccagagggtg
gacocgggooe
ttagagttga
ctcaggetgt
tgcaggaget
ggcatecagg
gtggoatctg
agattggeott
acacgoatge
tttattttat
tagctttage
gaaaaggaag
gactgotggg

tgcaaaatat

gaggttgetg
gaggaggaga
toccaagacte
coctgagettg
ctgagaaatg
ttttgttttg
tgaagtcocat
ttttottaca
ggatcaggte
toctcagetga
goctgoccag
ctoagtetge
cataagocact
coctttagtga
tttetgetat
ggtgcagetg
tgacccagtt
agggcaageoa
gacgotaatg
aaaagtagct
cagcatagac
aattagetga
ggagccacag
gtaaacctto
acacacacat
tttttaatte
tttagocctgg
aggtcgaacc
aaggaaacag

ttttgtaata

36

cocaacagtoe
ggaccoctoo
cctggggecc
cceotocage
tgaaaegtge
ttttttttct
ggttgggtct
gogaagactt
agocacteeco
gocacgogge
ggctgotgag
tocatocogtaa
ttaggaacac
cogoccccat
caaacoctas
tgaagetegg
accctttaac
gatgtogeoaa
tteocatgacte
gagocatect
ccagctctet
gocaacagac
tgacccagoo
gtotooccteot
toagtatttt
ttggaggggy
caacctggag
aaccctgogg
gooocatttt

aagatttetg

tggootocoe
caaaggactyg
aactgtgttyg
tagcactaag
aatcttgaaa
tazaacaaca
tgtgaagtct
gagttootoeo
tggagacaca
tggtagtgeca
ggctgoctet
agtggggata
acagagggta
cocoggottte
tgggatcaaa
getgattoce
coccacoctt
goeoctattta
ctggoottgg
goccattoct
gggggatggt
catgtggaca
acctggctca
cttttaccca
aaaagaatgt
aaataaggga
aatccacata
aaggagcatg
gtatatagtt

ggtaataatg

2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200

4201
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<210>4

<211> 504
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 4

Met

1

Leau

Glu

Glu

Pro

65

Asn

Thr

Pro

Pro

Arg

145

Thr

Pro

Ile

Glu

Leau

Leu

Thr

a0

Ile

Gln

Lys

Ala

Rep

130

Ala

Pro

Arg

Phe

His
210

Fro

Leau

Gln

35

Ala

Gln

Lys

Arg

Asp

115

Agp

Lys

Eln

Asp

Gln

1385

Ser

Ala

Ala

20

Val

Thr

Trp

Glu

hsn

100

Ala

Val

Pro

His

Ile

180

Thr

Thr

Gly

hla

Tle

Leu

Fhe

Gly

85

Asn

Gly

Glu

Ser

Thr

165

Thr

Asn

Ala

Fro

Ser

Gln

Arg

Arg

70

His

Thr

Phe

Ala

150

Val

Leu

Val

Lys

Ala

Cys

Pro

Cys

23

Gly

Fhe

Asp

Tyr

Lys

135

Pro

Ser

Lys

Asp

val
215
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Fro

Ala

Asp

Thr

Ala

Fro

Fhe

Tyr

120

Ser

Val

Fhe

Trp

Pro

200

Val

Gly

Trp

25

Lys

Ala

Gly

Ser

105

Cys

Gly

Val

Thr

Fhe
185

Vval

Ser

Ser

Thr

Fro

Val

30

Ile

Val

Ala

Ser

Cys

170

Lys

Gly

Thr

Lau

Gly

Val

Ser

Gly

75

Thr

Arg

Lys

Gly

Gly

155

Glu

Asn

Glu

Arg

37

Gly

val

Leu

Lau

&0

Arg

Thr

Ile

Fhe

Thr

140

Pro

Ser

Gly

Ser

Glu
220

Pro

Ala

Val

45

Ile

Glu

Val

Gly

Arg

125

Glu

Ala

Hig

Asn

Val

205

Asp

Leu

Gly

30

Ala

Fro

Leu

Ser

Asn

110

Lys

Leu

Ala

Gly

Glu

150

Ser

Val

Leu

15

Glu

Ala

Val

Ile

Asp

85

Ile

Gly

Ser

Arg

Phe

175

Leu

Tyr

His

Cys

Glu

Gly

Gly

Tyr

20

Leu

Thr

Sar

Val

Ala

la0

Ser

Ser

Ser

Ser
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65

Gln
225

Arg

Glu

Cys

GElu

Asn

305

Ser

Gly

Pro

Glu

Ala

385

Ala

Ala

Asn

Asn

Glu
465

Thr

Bla

Val

Gly

Val

Gln

Asn

290

Lys

Ala

Glna

Lys

Arg

370

Leu

Gln

Arg

Leu

His

450

Asp

Pro

Ser

Ila

The

Thxr

Val

275

Gly

Asp

His

Fro

Glu

355

Asn

Leu

Gly

Glu

Fro

435

Thr

Thr

Lys

Val

Cys

Ala

Gln

260

Arg

Asn

Gly

Arg

Ala

340

Gln

Ile

Met

Ser

Ile

420

Lys

Glu

Lau

Gln

Gln
500

Glu

Agn

245

Gln

Lys

Val

The

Bsp

325

Val

Gly

Tyr

Ala

Thz

405

Thr

Gly

Tyr

Thro

Fro
485

Val

val

230

Lau

Fro

Phe

Ser

Tyr

310

hsp

Sar

Ser

Ile

Ala

330

Sar

Gln

Lys

Ala

Ala

Ser

val

Tyr

295

Asn

Val

Lys

Asn

Val

375

Leu

Sar

Asp

Lys

Ser
455

His

Glu

Arg

Pro

280

Thr

Trp

Lys

Sar

Thr

360

Val

Tyr

The

Thr

Fro

4490

Ile
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Val

The

Ala

265

Gln

Glu

Met

Leu

His

345

Ala

Gly

Leu

Arg

Asn

425

Ala

Gln

Thr

Ile

250

Glu

hrg

Thr

Ser

Thr

330

Asp

Ala

Val

Val

Lau

410

Fro

Thr

Tyr Ala Asp Leu Asp

470

Ala Pro Lys Pro Glu Pro Ser Phe Ser Glu Tyr

Pro Arg Lys

490

Lau
235

Arg

ASnD

Ala

Tzp

315

Cys

Glu

Val

Arg

395

His

Ile

Gln

Ser

Gln

Val

Gln

Gln

Ser

300

Lau

Gln

Lys

Asn

Cys

380

Ile

Glu

Thr

Ala

Pro
460

Gly

Fro

Val

Leu

285

Thr

val

val

Thr

365

Thr

Arg

Fro

Tyr

Ala

445

Gln

hsp

Fro

Asn

270

Thr

Val

Val

Glu

Sar

350

Gly

Lau

Eln

Glu

Ala

430

Glu

Pro

Fro

The

255

Val

Trp

Thr

Asn

His

335

Ala

Ser

Leu

Lys

Lys

415

hsp

Fro

Ala

Met Val His Leu Asn

475

38

Lau

240

Leu

Thr

Leu

Glu

Val

320

Asp

His

Asn

Val

Lys

400

Asn

Leu

Asn

Ser

Arg
480

495
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<211> 508
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 5

Meb

1

Cys

Glu

Gly

Gly

65

Tyr

Leu

Thr

Ser

Val

145

Ala

Ser

Glu

Leu

Glu

Glu

50

Fro

hsn

Thr

Pro

Pro

130

Arg

Thr

Pro

FPro

Leu

Leu

35

Thr

Ile

Gln

Lys

Ala

115

Asp

Ala

Pro

Arg

Ala

Leau

20

Gln

Ala

Gln

Lys

Arg

104

Asp

Asp

Lys

GEln

hsp
180

Gly

Sar

val

Thr

Trp

Glu

85

Asn

Ala

Val

Pro

Hisg

165

Ile

Fro

Ala

Ile

Leu

Fhe

70

Gly

Asn

Gly

Glu

Ser

150

Thr

Thr

Ala

Sar

Gln

His

Met

Thr

Phe

135

Ala

Val
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Fro

Cys

Fro

40

Cys

Gly

hsp

Tyr

120

Lys

Pro

Ser

Lys

Gly

Phe

25

Asp

Thr

Rla

Fro

Phe

105

Tyr

Ser

Val

Fhe

Trp
185

Arg

10

Cys

Lys

Rla

Gly

Arg

90

Ser

Cys

Gly

Val

Thr

170

Phe

Leu

Thr

Ser

Thr

Fro

15

val

Ile

Val

Ala

Ser

155

Cys

Lys

39

Gly

Gly

Val

Ser

&0

Gly

Thr

Arg

Lys

Gly

140

Gly

Glu

Aan

Fro

Val

Leu

45

Leu

Arg

Thr

Ile

Phe

125

Thr

Pro

Ser

Gly

Leu

hla

val

Ile

Glu

Val

Gly

110

Arg

Glu

Ala

Hig

Asn
150

Gly

Ala

Fro

Ser
a5

Asn

Lys

Ala

Gly
175

Glu

Glu

Ala

Val

Ile

BO

Asp

Ile

Gly

Ser
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Sar

Ser

Ser

225

Leu

Thr

Leu

Glu

305

Val

Asp

His

His

Val

385

Lys

Asn

Ile

Asp

Ile

210

Gln

Arg

Glu

Cys

Glu

290

Asn

Ser

Gly

Fro

Asn

370

Val

Ala

Ala

Thr

Fhe

185

His

Val

Gly

Val

Gln

275

Asn

Lys

Ala

Gln

Lys

355

Trp

Lys

Arg

Tyr

Gln

Sar

Ile

Thr

Thr

260

Val

Gly

Asp

His

Pro

340

Glu

Asn

Lau

Gly

Glu

420

Ala

Thr

Thr

Cya

Ala

245

Gln

Arg

Asn

Gly

325

Ala

Gln

Val

Ser
408

Ile

hsp

Asn

Ala

Glu

230

Asn

Gln

Lys

Val

Thr

310

Asp

Val

Gly

Fhe

Ala

330

Thr

Thr

Val

Lys

215

Val

Leu

Fro

Fhe

Ser

295

Tyr

Asp

Ser

Ser

Ile

375

Ala

Ser

Gln

Asn

Asp

200

Val

Ala

Ser

Val

Tyr

280

Arg

Asn

Val

Lys

ASD

360

Gly

Leu

Ser

Ile

Lau
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Fro

Val

His

Glu

Arg

265

Fro

Thr

Trp

Lys

Ser

345

Thr

Val

Tyr

Thr

Gln

425

Fro

Val

Leu

Val

Thr

250

Ala

Gln

Glu

Met

Leu

330

His

Ala

Gly

Leu

Arg

410

hsp

Lys

Gly

Thr

Thr

235

Ile

Glu

Thr

Sar

315

Thr

Asp

Ala

Val

395

The

Glu

40

Glu

Arg

220

Leu

Arg

Asn

Lau

Ala
300

Trp

Cys

L

Asp

Ala

380

Arg

His

ASD

Lys

Sar

205

Glu

GEln

Val

Gln

Gln

285

Ser

Gln

Lys

Asn
365

Cya

Ile

Glu

Asp

Lys

Val

hsp

Gly

Pro

Val

270

Lau

Thr

Leau

Val

Val

350

Asn

Ala

Lys

Pro

Ile

430

Fro

Sear

Val

Asp

Fro

255

Asn

Thr

Val

Val

Glu

335

Ser

Ala

Eln

Glu

415

Asn

Ala

Tyr

His

Pro

240

Thr

Val

Trp

Thr

Asn

320

His

Ala

Thr

Leu

Lys

400

Lys

Asp

Fro
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Arg Ala
450

Gly Lys
465

Mat Val

Phe Ser

<210> 6
<211> 200
<212> ADN

435

Pro

Val

His

Glu

Glu

Pro

Leu

Tyr
500

<213> Secuencia artificial

<220>

FPro Asn Asn
455

Arg Pro Glu
470

Ser Arg Ala
485

Ala Ser Val

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 6

agctctecta
cacaatoteco
ctttgotage

ctacattgga

<210>7
<211>199
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

tattottggt

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 7

ES 2624614 T3

440

His Thr

Asp Thr

Gla Pro

Gln Val
505

445

Glu Tyr Ala Ser
460

Leu Thr Tyr Ala
475

Ala Pro Lys Pro
430

Gln Arg Lys

Ile Glu Thr

Asp Leu AsSp
480

Glu Pro Sar
485

ccactagact gotgagacce gotgoteoctge tcaggactog atttccagta
ctetttgaaa agtaccacac atoctggggt gotcottgeat ttgtgtgaca

caggetcagt cotgggttoc aggtggggac tcaaacacac tggcoacgagt

gotooocatt cotcactgge ccagococote ttococctacte tttotagooce ctgootcato

toectggetyg coattgggag cotgocccac tggaagocag tcgagataac ttogtataat

gtatgctata cgaagttata tgecatggeoet cogeogooggg ttttggegee tocecegeggge

goeccocooctoo tocacggoga

<210>8
<211> 200
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético

41

60
120
180

200

]
120
180
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<400> 8
cattetecagt attgttttge caagtteotaa ttecatcaga cctogacetg cagecoctag &0
ataacttegt ataatgtatg ctatacgaag ttatgetage tgtetecatag aggetggega 120
totggotcag ggacagocag tactgoaaag agtatocttg ttcatacott ctoctagtgg 180
coatctocct gggacagtca 200
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REIVINDICACIONES

Un ratén cuyo genoma comprende un reemplazo de los exones 2, 3 y 4 de un gen de SIRPa de raton en un
locus enddgeno de SIRPa de ratén con los exones 2, 3y 4 de un gen de SIRPa humano para formar un gen
de SIRPa humanizado, en donde dicho gen de SIRPa humanizado se une operativamente a un promotor de
SIRPa de ratén en dicho locus endégeno de SIRPa de ratén, y expresa en dicho ratén una proteina SIRPa
humanizada que comprende una porcién extracelular de la proteina SIRPa humana codificada por dicho gen
de SIRPa humano y una porcion intracelular de la proteina SIRPa de ratén codificada por dicho gen de
SIRPa de raton.

El raton de conformidad con la reivindicaciéon 1, en donde el gen de SIRPa humanizado comprende los
exones 1, 5, 6, 7y 8 de dicho gen de SIRPa de raton.

El ratén de conformidad con la reivindicaciéon 1 o 2, en donde dicha proteina SIRPa humana comprende la
secuencia de aminoacidos como se expone en la sec. con nim. de ident.: 4.

El ratén de conformidad con la reivindicacion 3, en donde dicha proteina SIRPa humanizada comprende la
secuencia de aminoacidos como se expone en la sec. con nim. de ident.: 5.

El ratén de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en donde el ratbn no expresa una
proteina SIRPa de raton.

El raton de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en donde dicha proteina SIRPa
humanizada se expresa en la superficie de las células en dicho ratén y apoya el injerto de células madre
hematopoyéticas CD34+ humanas.

Una célula o tejido aislados de ratén cuyo genoma comprende un reemplazo de los exones 2, 3y 4 de un gen
de SIRPa de ratén en un locus endégeno de SIRPa de ratén con los exones 2, 3 y 4 de un gen de SIRPa
humano para formar un gen de SIRPa humanizado, en donde dicho gen de SIRPa humanizado se une
operativamente a un promotor de SIRPa de ratén en dicho locus endégeno de SIRPa de ratén, y codifica una
proteina SIRPa humanizada que comprende una porcidon extracelular de la proteina SIRPa humana
codificada por dicho gen de SIRPa humano y una porcion intracelular de la proteina SIRPa de ratén
codificada por dicho gen de SIRPa de raton.

La célula o tejido aislados de conformidad con la reivindicacion 7, en donde el gen de SIRPa humanizado
comprende los exones 1, 5, 6, 7 y 8 de dicho gen de SIRPa de ratén.

La célula o tejido aislados de conformidad con la reivindicaciéon 7 u 8, en donde la célula o tejido no expresa
una proteina SIRPa de raton.

Un método para obtener un ratén, que comprende:

a) reemplazar los exones 2, 3y 4 de un gen de SIRPa de ratdén en un locus endégeno de SIRPa de ratén
en una célula ES de raton con los exones 2, 3y 4 de un gen de SIRPa humano para formar un gen de
SIRPa humanizado, en donde dicho gen de SIRPa humanizado se une operativamente a un promotor
de SIRPa de ratén en dicho locus endégeno de SIRPa de ratén, y codifica una proteina SIRPa
humanizada que comprende una porcién extracelular de la proteina SIRPa humana codificada por
dicho gen de SIRPa humano y una porcién intracelular de la proteina SIRPa de raton codificada por
dicho gen de SIRPa de ratén, para obtener de esta manera una célula ES modificada de ratéon que
comprende dicho gen de SIRPa humanizado; y

b) crear un raton mediante el uso de la célula ES modificada obtenida en (a).

Un método para proporcionar un raton transgénico, en donde una o mas células humanas se trasplantan a un
ratén de conformidad con las reivindicaciones 1-6.

El método de conformidad con la reivindicacion 11, en donde las células humanas son células madre
hematopoyéticas humanas.

Un método para medir la fagocitosis de un sustrato marcado por una o mas células de raton; el método

comprende;

a) proporcionar una o mas células de ratén cuyo genoma comprende un reemplazo de los exones 2, 3y
4 de un gen de SIRPa de ratén en un locus enddgeno de SIRPa de ratén con los exones 2, 3y 4 de
un gen de SIRPa humano para formar un gen de SIRPa humanizado, en donde dicho gen de SIRPa
humanizado se une operativamente a un promotor de SIRPa de ratén en dicho locus endégeno de
SIRPa de ratén, y codifica una proteina SIRPa humanizada que comprende una porcion extracelular

43



10

15

14.

15.

ES 2624614 T3

de la proteina SIRPa humana codificada por dicho gen de SIRPa humano y una porcion intracelular de
la proteina SIRPa de ratén codificada por dicho gen de SIRPa de ratén;

b) incubar una o mas células de la etapa (a) con el sustrato marcado; y

c) medir la fagocitosis del sustrato marcado por una o mas células de la etapa (b).

Un método para medir la fagocitosis de un antigeno por una 0 mas células de un ratén, que comprende;

a) proporcionar un ratén de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-6;
b) exponer el ratén al antigeno; y
c) medir la fagocitosis del antigeno por una o mas células del ratén.

Un método para evaluar la eficacia terapéutica de un farmaco para dirigirse a células humanas, que

comprende:

a) proporcionar un ratén de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-6 en el cual se han
trasplantado una o més células humanas;

b) administrar un candidato a farmaco a dicho raton; y

C) controlar las células humanas en el ratdn para determinar la eficacia terapéutica del candidato a
farmaco.
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