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DESCRIPCION
Animales no humanos que tienen un gen de un ligando inductor de la proliferacion humanizado
Referencia cruzada con la solicitud relacionada

Esta solicitud reivindica el beneficio de prioridad de la solicitud provisional de los Estados Unidos num. 61/905,986,
presentada el 19 de noviembre de 2013.

Listado de secuencias

Un listado de secuencias en el archivo de texto ASCII, denominado 31016_6825_SEQ.txt de 32 KB y creado el 5 de
noviembre de 2014, se presento a la Oficina de Patentes y Marcas de los Estados Unidos por medio de EFS-Web.

Antecedentes de la invencion

La autoinmunidad se produce cuando los mecanismos naturales de un organismo para impedir que su sistema
inmunitario ataque sus propias células y tejidos fallan. Las enfermedades, trastornos y afecciones causadas por este
fallo, y por las respuestas inmunitarias autodirigidas aberrantes que se producen, se denominan enfermedades
autoinmunitarias. Ejemplos notables de enfermedades, trastornos y afecciones autoinmunitarias incluyen diabetes
mellitus, lupus eritematoso sistémico (SLE), artritis reumatoide (RA) y algunas alergias. Se estima que las
enfermedades autoinmunitarias se encuentran entre las diez causas principales de muerte. La inversién en el
desarrollo de terapias para enfermedades autoinmunitarias esta en el rango de varios miles de millones de ddlares, y
sistemas in vivo esenciales para evaluar, desarrollar y validar productos terapéuticos candidatos son necesarios para
garantizar la seguridad y la eficacia del tratamiento. Ademas, tales sistemas in vivo son necesarios para determinar si
los nuevos tratamientos pueden mantener la mejoria a largo plazo en los pacientes y, quizas, incluso pueden
proporcionar curas para muchas enfermedades aun no abordadas. Tales sistemas in vivo proporcionan ademas una
fuente para ensayos de las funciones relacionadas con el sistema inmunitario y hematopoyético humano in vivo, asi
como la identificacién de novedosas terapias y vacunas.

Stein y otros (J Clin Invest. 2002 Jun; 109(12):1587-98) se refiere a la modulacién de la inmunidad de células By T
por APRIL. Kostenuik y otros (J Bone Miner Res. 2009 Feb; 24(2):182-95) se refiere a denosumab, un anticuerpo
monoclonal completamente humano para RANKL, que inhibe la resorcion ésea y aumenta BMD en ratones con
activacion génica que expresan RANKL quimérica (murina/humana).

Resumen de la invencion

La presente invencion se basa en el reconocimiento de que es conveniente modificar genéticamente animales no
humanos para proporcionar sistemas de enfermedades autoinmunitarias in vivo mejorados para permitir la evaluacion,
el desarrollo y la validacion de productos terapéuticos candidatos nuevos y existentes. La presente invencion se basa
ademas en el reconocimiento de que es conveniente modificar genéticamente animales no humanos para permitir la
activacion y supervivencia mejoradas de linfocitos humanos (por ejemplo, células B) posterior a la inmunizacion y
posterior al injerto de células madre hematopoyéticas o células B humanas de donantes humanos. La presente
invencién se basa ademas en el reconocimiento de que los animales no humanos que tienen un gen April humanizado
y/o que expresan, contienen, o producen de cualquier otra manera una proteina April humana o humanizada son
convenientes, por ejemplo para usar en el injerto de células madre hematopoyéticas o células B humanas de donantes
humanos.

La invencion proporciona un roedor modificado genéticamente cuyo genoma comprende un reemplazo de un
fragmento genémico que comprende los exones 2-5 y la porcién codificante del exén 6 de un gen de ligando inductor
de la proliferacion (A PRoliferation-Inducing Ligand, April) endégeno de roedor con un fragmento genémico humano
que comprende los exones 2-6 de un gen APRIL humano para formar un gen April humanizado, en donde el reemplazo
es en un locus April endégeno de roedor, en donde el gen April humanizado se encuentra bajo el control de un promotor
de April de roedor en dicho locus April endégeno de roedor, y codifica una proteina April humanizada que comprende
una porcién extracelular de la proteina APRIL humana codificada por dicho gen APRIL humano unida a una porcion
intracelular de la proteina April de roedor codificada por dicho gen April de roedor, y en donde dicho roedor modificado
genéticamente expresa dicha proteina April humanizada.

La invencion proporciona ademas una célula o tejido aislado de un roedor modificado genéticamente de la invencion.

La invencién proporciona ademas una célula madre embrionaria (ES) de roedor, cuyo genoma comprende un
reemplazo de un fragmento genémico que comprende los exones 2-5 y la porcion codificante del exén 6 de un gen
April endégeno de roedor con un fragmento gendmico humano que comprende los exones 2-6 de un gen APRIL
humano para formar un gen April humanizado, en donde el reemplazo es en un locus April endégeno de roedor, en
donde el gen April humanizado se encuentra bajo el control de un promotor de April de roedor en dicho locus April
enddgeno de roedor, y codifica una proteina April humanizada que comprende una porcién extracelular de la proteina
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APRIL humana codificada por dicho gen APRIL humano unida a una porcién intracelular de la proteina April de roedor
codificada por dicho gen April de roedor.

La invencion proporciona adicionalmente un embrién de roedor generado a partir de la célula ES de la invencion.

La invencién proporciona ademas un método para producir un roedor que expresa una proteina April humanizada a
partir de un locus April endégeno, el método comprende las etapas de: (a) reemplazar un fragmento genémico que
comprende los exones 2-5 y la porcion codificante del exdn 6 de un gen April endégeno de roedor en un locus April
enddgeno en una célula madre embrionaria (ES) de roedor con un fragmento gendmico que comprende los exones 2-
6 de un gen APRIL humano para formar un gen April humanizado en el locus April endégeno de roedor, en donde el
gen April humanizado se encuentra bajo el control del promotor de April de roedor en dicho locus April endégeno de
roedor y codifica una proteina April humanizada que comprende una porcion extracelular de la proteina APRIL humana
codificada por dicho gen APRIL humano unida a una porcién intracelular de la proteina April de roedor codificada por
dicho gen April de roedor; (b) obtener una célula ES de roedor modificada que comprende dicho gen April humanizado
en el locus April endégeno de roedor; vy, (c) crear un roedor con el uso de la célula ES modificada de (b).

La invencion proporciona ademas un método para injertar células humanas en un ratén, el método comprende las
etapas de: (a) proporcionar un ratéon cuyo genoma comprende un reemplazo de un fragmento de roedor que
comprende los exones 2-5 y la porcion codificante del exén 6 de un gen April enddégeno de ratéon con un fragmento
genoémico humano que comprende los exones 2-6 de un gen APRIL humano para formar un gen April humanizado,
en donde el reemplazo es en un locus April endégeno de ratén, en donde el gen April humanizado se encuentra bajo
el control del promotor de April de ratén en dicho locus April endégeno de raton y codifica una proteina April
humanizada que comprende una porcidn extracelular de la proteina APRIL humana codificada por dicho gen APRIL
humano unida a una porcién intracelular de la proteina April de ratén codificada por dicho gen April de raton; y (b)
trasplantar una o mas células humanas en el ratén, opcionalmente; en donde las células humanas son células madre
hematopoyéticas humanas.

En la presente descripcion se describe un animal no humano que expresa un polipéptido April que comprende la
porcion extracelular de una proteina APRIL humana unida a la porcidn intracelular de una proteina April no humana.

Una porcidn extracelular de una proteina APRIL humana puede estar codificada por los exones 2 a 6 de un gen APRIL
humano.

Los exones 2 a 6 de un gen APRIL humano pueden ser 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 %
idénticos a los exones 2 a 6 de un gen APRIL humano que aparece en la Tabla 3. Los exones 2 a 6 de un gen APRIL
humano pueden ser 100 % idénticos a los exones 2 a 6 de un gen APRIL humano que aparece en la Tabla 3.

En la presente descripcion se describe ademas un animal no humano que no expresa de manera detectable una
proteina April endégena de longitud completa. El animal no humano puede ser un roedor que no expresa de manera
detectable una proteina April de roedor de longitud completa. El animal no humano puede ser un ratén que no expresa
de manera detectable una proteina April de ratén de longitud completa cuya secuencia aparece en la Tabla 3.

Un polipéptido April puede expresarse a partir de un gen April modificado genéticamente en un locus April endégeno
no humano. Un gen April modificado genéticamente puede comprender un exén 1 de April no humano. Un gen April
modificado genéticamente puede comprender un exén 6 de April no humano en su totalidad o en parte. Un gen April
modificado genéticamente puede comprender un exén 1 de April no humano, un exén 6 de April no humano en su
totalidad o en parte, o una combinacion de estos. Un exdén 6 de April no humano puede comprender en parte una
region no traducida (UTR) en 3' de April no humano y una sefial de poliadenilacién de April no humano.

En la presente descripcidn se describe adicionalmente un animal no humano que comprende un gen April modificado
genéticamente que comprende uno o mas exones de un gen APRIL humano (es decir, un gen April humanizado) unido
operativamente a un promotor de April. Un promotor de April como se describe en la presente descripcion puede ser
un promotor de April no humano. Un promotor de April como se describe en la presente descripcion puede ser un
promotor de APRIL humano.

Un gen April humanizado como se describe en la presente descripcion puede comprender los exones 2 a 6 de un gen
APRIL humano. Un gen April humanizado puede comprender ademas un exén 1 de April no humano. Un gen April
humanizado puede comprender ademas un exén 6 de April no humano en su totalidad o en parte. Un gen April
humanizado puede comprender un exén 1 no humano y un exén 6 no humano en su totalidad o en parte. Un exén 6
de April no humano puede comprender en parte una regién no traducida (UTR) en 3' de April no humano y una sefial
de poliadenilacién de April no humano.

Los exones 2 a 6 de un gen APRIL humano pueden ser 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 %
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idénticos a los exones 2 a 6 de un gen APRIL humano que aparece en la Tabla 3. Los exones 2 a 6 de un gen APRIL
humano pueden ser 100 % idénticos a los exones 2 a 6 de un gen APRIL humano que aparece en la Tabla 3.

Un animal no humano como se describe en la presente descripcion puede ser un roedor. Un roedor como se describe
en la presente descripcion puede seleccionarse de un ratén o una rata.

En la presente descripcion se describe ademas un locus (0 gen) April humanizado que comprende uno o0 mas exones
de un gen April no humano unidos operativamente a uno o mas exones de un gen APRIL humano.

Un locus (o gen) April humanizado como se describe en la presente descripcion puede comprender un exén 1 de April
no humano unido operativamente a los exones 2 a 6 de APRIL humano. Un locus (o gen) April humanizado puede
comprender ademas regiones no traducidas (UTR) en 5' y 3' no humanas que flanquean el exén 1 de April no humano
y el exén 6 de APRIL humano.

En la presente descripcion se describe ademas un polipéptido April codificado por el locus (o gen) April humanizado
como se describe en la presente descripcion.

En la presente descripcion se describe ademas una célula o tejido aislado a partir de un animal no humano como se
describe en la presente descripcion. Una célula se selecciona de una célula dendritica, un linfocito (por ejemplo, una
célula B o T), un macréfago y un monocito. Un tejido puede seleccionarse de tejido adiposo, vejiga, cerebro, mama,
médula dsea, ojo, corazdn, intestino, rifidén, higado, pulmén, ganglio linfatico, masculo, pancreas, plasma, suero, piel,
bazo, estémago, timo, testiculo, ovario, y/o una combinacion de estos.

En la presente descripcion se describe ademas una célula o tejido no humano (por ejemplo, de roedor) aislado cuyo
genoma incluye un gen (o locus) April que comprende uno o mas exones de un gen April no humano unidos
operativamente a uno o mas exones de un gen APRIL humano. En la presente descripcion se describe ademas una
célula o tejido no humano (por ejemplo, de roedor) aislado cuyo genoma incluye un gen (o locus) April que comprende
los exones 1y 6, en su totalidad o en parte, de April no humano unidos operativamente a los exones 2 a 6 de APRIL
humano, en donde el gen (o locus) April comprende ademas las regiones no traducidas (UTR) en &'y 3' no humanas
que flanquean el exén 1 de April no humano y el exén 6 de APRIL humano. Un gen (o locus) April puede comprender
una secuencia que codifica un polipéptido April que comprende los residuos 87 a 250 de una proteina APRIL humana.

En la presente descripcion se describe ademas una célula madre embrionaria (ES) no humana cuyo genoma
comprende un gen (o locus) April como se describe en la presente descripcion. La célula ES puede comprender un
gen April que codifica la porcidn extracelular de una proteina APRIL humana unida a la porcion intracelular de una
proteina April de ratén. La célula ES puede comprender un gen April que comprende los exones 2 a 6 de un gen APRIL
humano. La célula ES puede ser una célula ES de roedor. Una célula ES no humana como se describe en la presente
descripcién puede ser una célula ES de ratén o rata.

En la presente descripcion se describe ademas el uso de una célula madre embrionaria no humana como se describe
en la presente descripcion para producir un animal no humano. Una célula madre embrionaria no humana puede ser
murina y puede usarse para producir un ratén que comprende un gen April como se describe en la presente
descripcion.

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 April como se describe en la
presente descripcion. Un embridn no humano como se describe en la presente descripcion puede ser un embrién de
roedor. Un embrién de roedor como se describe en la presente descripcion puede ser un embrion de ratén o rata.

En la presente descripcion se describe ademas un método para producir un animal no humano que expresa una
proteina April a partir de un gen April humanizado en un locus April endégeno, en donde la proteina April comprende
una secuencia humana, el método comprende las etapas de transformar un gen (o locus) April endégeno en una célula
madre embrionaria (ES) no humana con un fragmento genémico que comprende una secuencia de nucleotidos
humana que codifica una proteina APRIL humana en su totalidad o en parte, obtener una célula madre embrionaria
(ES) no humana modificada que comprende un gen April humanizado en un locus April endégeno que comprende
dicha secuencia humana, y crear un animal no humano con el uso de dicha célula madre embrionaria (ES) modificada.

Dicha secuencia de nucledtidos humana puede comprender los exones 2 a 6 de un gen APRIL humano. Dicha
secuencia de nucledtidos humana puede comprender los exones 2 a 6 de un gen APRIL humano que son 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 % idénticos a los exones 2 a 6 de un gen APRIL humano que
aparece en la Tabla 3. Dicha secuencia de nucleétidos humana puede comprender los exones 2 a 6 de un gen APRIL
humano que son 100 % idénticos a los exones 2 a 6 de un gen APRIL humano que aparece en la Tabla 3.

Dicha secuencia de nucleétidos humana puede codificar los residuos de aminoacidos 87 a 250 de una proteina APRIL
humana. Dicha secuencia de nucleétidos humana puede codificar los residuos de aminoacidos 87 a 250 de una
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proteina APRIL humana que son 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 % idénticos a los residuos
de aminoacidos 87 a 250 de una proteina APRIL humana que aparece en la Tabla 3. Dicha secuencia de nucleétidos
humana puede codificar los residuos de aminoacidos 87 a 250 de una proteina APRIL humana que son 100 % idénticos
a los residuos de aminoacidos 87 a 250 de una proteina APRIL humana que aparece en la Tabla 3.

En la presente descripcion se describe ademas un ratdn o una rata producido por, u obtenido (o que puede obtenerse)
a partir de, un método como se describe en la presente descripcion. Un raton o una rata producido por, u obtenido (o
que puede obtenerse) a partir de, un método como se describe en la presente descripcion puede no expresar de
manera detectable una proteina April endégena (por ejemplo, de raton o rata) de longitud completa.

En la presente descripcion se describe ademas un método para proporcionar un ratén cuyo genoma incluye un gen
April que codifica la porcién extracelular de una proteina APRIL humana unida a la porcién intracelular de una proteina
April de ratén, el método comprende modificar el genoma de un ratdn de manera que comprenda un gen April que
codifica la porcién extracelular de una proteina APRIL humana unida a la porcion intracelular de una proteina April de
ratén para proporcionar de este modo dicho ratén. Un gen April puede ser un gen April como se describe en la presente
descripcién. Un gen April puede ser uno que codifica una proteina cuya secuencia refleja una proteina April
humanizada que aparece en la Tabla 3. Un gen April puede comprender los exones 2 a 6 de un gen APRIL humano.

Un gen April humanizado como se describe en la presente descripcién puede comprender los exones 2, 3,4, 5y 6 de
un gen APRIL humano. Una porcion extracelular de una proteina April humanizada como se describe en la presente
descripcién puede comprender los aminoacidos correspondientes a los residuos 87 a 250 de una proteina APRIL
humana que aparece en la Tabla 3. Una proteina April humanizada como se describe en la presente descripcion puede
comprender una secuencia de una proteina April humanizada que aparece en la Tabla 3. Un gen April humanizado
como se describe en la presente descripcidn puede unirse operativamente a un promotor de April de raton.

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

Las células humanas pueden ser células madre hematopoyéticas. Las células humanas pueden ser células B
humanas.

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 descripcidon se describen ademas métodos para la identificacién o validacion 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 la
presente descripcion, y controlar uno o mas de la respuesta inmunitaria al farmaco o vacuna, el perfil de seguridad del
farmaco o vacuna, o el efecto sobre una enfermedad o afeccion. El control del perfil de seguridad puede incluir la
determinaciéon de si el animal no humano exhibe un efecto secundario o reaccion adversa como resultado del
suministro del farmaco o vacuna. Un efecto secundario o reaccion adversa puede seleccionarse de morbilidad,
mortalidad, alteracion del peso corporal, alteracion del nivel de una o0 mas enzimas (por ejemplo, hepaticas), alteracion
en el peso de uno o mas érganos, pérdida de funcién (por ejemplo, sensorial, motora, de érganos, etcétera), aumento
de la susceptibilidad a una o mas enfermedades, alteraciones al genoma del animal no humano, aumento o
disminucion del consumo de alimentos y complicaciones de una o mas enfermedades.

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

Los animales no humanos como se describe en la presente descripcion 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
nuimero 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 como se describe en la presente descripcion pueden ser evidentes en la
descripciéon detallada a continuacion. Debe entenderse, sin embargo, que la descripcion detallada, si bien indica
modalidades como se describe en la presente descripcion, se proporciona solamente a modo de ilustracién, no de
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limitacion. Diversos cambios y modificaciones dentro del alcance de la invencion resultaran evidentes para los expertos
en la técnica a partir de la descripcion detallada.

Breve descripcion de las figuras

Los dibujos incluidos en la presente descripcion, que se componen de las siguientes Figuras, solo tienen propdsitos
de ilustracion y no de limitacion.

La Figura 1 muestra un diagrama, no a escala, de la organizacién genémica de los genes de ligando inductor de la
proliferaciéon (A PRoliferation-Inducing Ligand, APRIL) no humano (por ejemplo, de ratén) y humano ilustrativos. Los
exones se enumeran debajo de cada exon.

La Figura 2A y la 2B muestran diagramas, no a escala, de un método ilustrativo para producir un vector de
transformacion para la humanizacion de un gen de ligando inductor de la proliferacién (A PRoliferation-Inducing Ligand,
April) no humano. Las secuencias no humanas se muestran como simbolos negros, cerrados. Las secuencias
humanas se muestran en simbolos abiertos, de relleno diagonal. SDC Neo: casete de seleccion por neomicina
autoeliminable. LoxP: Secuencia del sitio de reconocimiento diana de Cre. CM: casete de seleccion por cloranfenicol.
Se indican los sitios de reconocimiento de enzimas de restriccion (por ejemplo, AsiSI, Mlul, Hindlll, etcétera).

La Figura 3A y la 3B muestran diagramas, no a escala, de un método ilustrativo alternativo para producir un vector de
transformacion para la humanizacién de un gen de ligando inductor de la proliferacion (A PRoliferation-Inducing Ligand,
April) no humano. Las secuencias no humanas se muestran como simbolos negros, cerrados. Las secuencias
humanas se muestran en simbolos abiertos, de relleno diagonal. SDC Neo: casete de seleccion por neomicina
autoeliminable. LoxP: Secuencia del sitio de reconocimiento diana de la recombinasa Cre. CM: casete de seleccion
por cloranfenicol. Spec: casete de seleccion por espectinomicina. Hyg: casete de seleccion por higromicina. Frt:
Secuencia del sitio de reconocimiento diana de la recombinasa Flp. Se indican los sitios de reconocimiento de enzimas
de restriccion (por ejemplo, AsiSI, Mlul, Hindlll, I-Ceul, etcétera).

La Figura 4 muestra (A) una ilustracion esquematica, no a escala, de un transcrito de ARNm de un gen April
humanizado que indica los exones humanos y de ratén (por ejemplo, Ex 1, Ex 2, etcétera) y las ubicaciones de
cebadores ilustrativos usados para detectar los transcritos expresados a partir de un gen April humanizado, y (B) un
gel de electroforesis ilustrativo que muestra los productos de PCR amplificados a partir de ARNm aislado de médula
Osea y esplenocitos de ratones de tipo silvestre (n=2) y ratones heterocigotos para un gen April humanizado (n=4). De
izquierda a derecha: Carril 1: vacio; Carril 2: Escalera de ADN de 100 pb (New England Biolabs); Carril 3: vacio; Carril
4: médula 6sea de tipo silvestre; Carril 5: médula 6sea de tipo silvestre; Carril 6: médula ésea con April humanizado;
Carril 7: médula 6sea con April humanizado; Carril 8: médula ésea con April humanizado; Carril 9: médula 6sea con
April humanizado; Carril 10: esplenocito de tipo silvestre; Carril 11: esplenocito de tipo silvestre; Carril 12: esplenocito
con April humanizado; Carril 13: esplenocito con April humanizado; Carril 14: esplenocito con April humanizado; Carril
15: esplenocito con April humanizado; Carril 16: vacio. 500 pb: indica el tamafio de la banda mas intensa para el
marcador de peso molecular en el Carril 2.

Definiciones

Esta invencién 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 propésito 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 la presente descripcion puede usarse en la practica
o prueba de la presente invencion, a continuacién se describirdan métodos y materiales particulares.

El término "aproximadamente" como se aplica en la presente descripcién a uno o mas valores de interés, se refiere a
un valor que es similar a un valor de referencia indicado. El término "aproximadamente" o "alrededor de" puede
referirse 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 direccién (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 nimero 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 tiene actividad en un sistema bioldgico, 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. Cuando una proteina o polipéptido es biolégicamente activo, una porcion de esa proteina o
polipéptido que comparte al menos una actividad bioldgica de la proteina o polipéptido puede denominarse tipicamente
una porcion "biolégicamente activa".



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2703 549 T3

El término "comparable", como se usa en la presente descripcidn, se refiere a dos o 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 de manera razonable
en base a las diferencias o las similitudes observadas. Los expertos en la materia comprenderan, en contexto, el grado
de identidad necesario en cualquier circunstancia determinada para dos o mas de tales agentes, entidades,
situaciones, conjuntos de condiciones, etcétera, para considerarse comparables.

El término "conservadora" como se usa en la presente descripcion para describir una sustitucion de aminoacido
conservadora se refiere a la sustitucion de un residuo de aminoacido por otro residuo de aminoacido que tiene un
grupo R de cadena lateral con propiedades quimicas similares (por ejemplo, carga o hidrofobicidad). En general, una
sustitucion 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
que 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 amida tales como asparagina y glutamina; cadenas laterales aromaticas tales como
fenilalanina, tirosina, y triptofano; 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 cisteina y
metionina. Los grupos de sustituciones conservadoras de aminoacidos incluyen, por ejemplo,
valina/leucinal/isoleucina, fenilalanina/tirosina, lisina/arginina, alanina/valina, glutamato/aspartato, y
asparagina/glutamina. Una sustituciéon 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. Una
sustitucion conservadora puede ser una 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. Una sustitucion puede considerarse "moderadamente conservadora" si tiene un valor no negativo en la matriz de
probabilidad logaritmica PAM250.

El término "interrupcién™ como se usa en la presente descripcion se refiere al resultado de un evento que interrumpe
(por ejemplo, por medio de recombinacién homologa) una molécula de ADN. Una interrupcion puede lograr o
representar una delecion, insercion, inversion, modificacion, reemplazo, sustitucion, o cualquier combinacién de estos,
de una(s) secuencia(s) de ADN. Una interrupcion puede lograr o presentar la introducciéon de una mutacion, tal como
una mutacion con cambio de sentido, sin sentido, o de desplazamiento del marco de lectura, o cualquier combinacion
de estas, en una(s) secuencia(s) codificante(s) en el ADN. Una interrupcién puede producirse en un gen o locus génico
enddgeno para una célula. Las inserciones pueden incluir la insercion de genes completos o fragmentos de genes,
por ejemplo exones, en un sitio endégeno en una célula o genoma. Las inserciones pueden introducir secuencias que
son de un origen distinto al de una secuencia enddégena en la que se insertan. Una interrupcion puede aumentar la
expresion y/o actividad de un gen o un producto génico (por ejemplo, de una proteina codificada por un gen). Una
interrupcion puede disminuir la expresion y/o actividad de un gen o un producto génico. Una interrupcién puede alterar
la secuencia de un gen o un producto génico (por ejemplo, una proteina codificada). Una interrupcién puede truncar o
fragmentar un gen o un producto génico (por ejemplo, una proteina codificada). Una interrupcién puede extender un
gen o un producto génico; en algunos de estos casos, una interrupcion puede lograr el ensamblaje de una proteina de
fusion. Una interrupcion puede afectar el nivel pero no la actividad de un gen o un producto génico. Una interrupcion
puede afectar la actividad pero no el nivel de un gen o un producto génico. Una interrupcion puede no tener un efecto
significativo sobre el nivel de un gen o un producto génico. Una interrupcién puede no tener un efecto significativo
sobre la actividad de un gen o un producto génico. Una interrupcién puede no tener un efecto significativo sobre el
nivel o la actividad de un gen o un producto génico.

La frase "locus endégeno" o "gen endégeno" como se usa en la presente descripcion se refiere a un locus genético
que se encuentra en un organismo original o de referencia antes de la introduccion de una interrupcién (por ejemplo,
delecion, insercidn, inversion, modificacion, reemplazo, sustitucion, o una combinacién de estos como se describe en
la presente descripcion descripcion). Un locus enddgeno puede tener una secuencia que se encuentra en la
naturaleza. Un locus endégeno puede ser de tipo silvestre. Un organismo de referencia que contiene un locus
enddgeno como se describe en la presente descripcion puede ser un organismo de tipo silvestre. Un organismo de
referencia que contiene un locus endégeno como se describe en la presente descripcion puede ser un organismo
modificado genéticamente. El organismo de referencia puede ser un organismo criado en el laboratorio (ya sea de tipo
silvestre o modificado genéticamente).

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 "heterélogo" 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 particular, el término aclara que el polipéptido, gen, o producto génico relevante 1) se modificé por la accién
del hombre; 2) se introdujo en la célula u organismo (o un precursor de este) por la accién del hombre (por ejemplo,
por medio de ingenieria genética); y/o 3) no se produce o no esta presente naturalmente en la célula u organismo
relevante (por ejemplo, el tipo de célula o el tipo de organismo relevante).
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El término "célula huésped", como se usa en la presente descripcion, se refiere a una célula en la que se ha introducido
un acido nucleico o una proteina heterélogos (por ejemplo, exdgenos). Después de leer esta descripcion los expertos
entenderan que tales términos no se refieren solamente a la célula particular en cuestién, sino que también se usan
para referirse a la progenie de esa célula. 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 original, pero aun asi los expertos en la técnica entienden que se incluye dentro del alcance
del término "célula huésped" como se usa en la presente descripcidon. Una célula huésped puede ser o puede
comprender 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 que
pertenece la célula. Las células ilustrativas que pueden utilizarse como células huésped de acuerdo con la presente
descripcién 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. La célula puede ser una célula humana, de mono, simio, hamster, rata, o ratén. La célula
puede ser 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), HeLa, HepG2, WI38, 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. La célula puede comprender uno o mas genes virales, por ejemplo, una célula de la retina que expresa
un gen viral (por ejemplo, una célula PER.C6™). Una célula huésped puede ser o puede comprender una célula
aislada. Una célula huésped puede ser parte de un tejido. Una célula huésped puede ser parte de un organismo.

El término "humanizado", se usa en la presente descripcion de acuerdo con su significado que se entiende en la
técnica para referirse a acidos nucleicos o proteinas cuyas estructuras (es decir, secuencias de nucleotidos o
aminoacidos) incluyen porciones que corresponden sustancialmente o idénticamente a versiones de los acidos
nucleicos o proteinas relevantes que se encuentran en la naturaleza en animales no humanos y que son distinguibles
de las versiones correspondientes que se encuentran en la naturaleza en seres humanos, e incluyen ademas
porciones cuyas estructuras difieren de las presentes en las versiones de los animales no humanos y en lugar de eso
corresponden de manera mas cercana a estructuras comparables que se encuentran en las versiones humanas. 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 porcién de esta - por ejemplo, una porcion
caracteristica de esta). Solo para proporcionar un ejemplo, en el caso de un receptor de membrana, un gen
"humanizado" puede codificar un polipéptido con una porcién extracelular cuya secuencia de aminoacidos es idéntica
o sustancialmente idéntica a la de una porcién extracelular humana y cuya secuencia restante es idéntica o
sustancialmente idéntica a la de un polipéptido no humano (por ejemplo, de ratén). Un gen humanizado puede
comprender al menos una porcién de una secuencia de ADN de un gen humano. Un gen humanizado puede
comprender una secuencia de ADN completa que se encuentra en un gen humano. Una proteina humanizada puede
tener una secuencia de aminoacidos que comprende una porcién que aparece en una proteina humana. Una proteina
humanizada puede tener una secuencia de aminodacidos cuya secuencia completa se encuentra en una proteina
humana. En algunos casos (que incluyen, por ejemplo, en los que una proteina humanizada tiene una secuencia de
aminoacidos cuya secuencia completa se encuentra en una proteina humana), una proteina humanizada se expresa
a partir de un locus endégeno de un animal no humano, cuyo locus endégeno corresponde al homdlogo u ortdlogo del
gen humano relevante que codifica la proteina.

El término "identidad" como se usa en la presente descripcidon en relacion con una comparacion de secuencias, se
refiere a la identidad determinada mediante cualquiera de una serie de algoritmos diferentes conocidos en la técnica
que pueden usarse para medir la identidad de secuencias de nucleétidos y/o aminoacidos. Las identidades como se
describe en la presente descripcion pueden determinarse con el uso de un alineamiento ClustalW v. 1.83 (lento) que
emplea una penalizacion por apertura de brecha de 10,0, una penalizacién por extensién de brecha de 0,1, y usa una
matriz de similitud de Gonnet (MACVECTOR™ 10.0.2, MacVector Inc., 2008). Como se usa en la presente descripcion,
el término "identidad" se refiere a la relacién general entre moléculas poliméricas, por ejemplo, entre moléculas de
acidos nucleicos (por ejemplo, moléculas de ADN y/o moléculas de ARN) y/o entre moléculas polipeptidicas. Las
moléculas poliméricas pueden considerarse "sustancialmente idénticas" entre si si sus secuencias son al menos 25
%, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 0 99 % idénticas. Como
entenderan los expertos en la técnica, se dispone de una variedad de algoritmos que permiten la comparacion de
secuencias para determinar su grado de homologia, que incluyen permitir brechas de longitud designada en una
secuencia con relacioén a otra cuando se considera qué residuos "corresponden” entre si en secuencias diferentes. El
calculo del porcentaje de identidad entre dos secuencias de acidos nucleicos, por ejemplo, puede realizarse mediante
el alineamiento de las dos secuencias para propdsitos de comparacién 6ptima (por ejemplo, pueden introducirse
brechas en una o ambas de una primera y una segunda secuencias de acidos nucleicos para su alineamiento 6ptimo
y las secuencias no correspondientes pueden ignorarse para propoésitos de comparacion). La longitud de una
secuencia alineada para propositos de comparacion puede ser al menos 30 %, al menos 40 %, al menos 50 %, al
menos 60 %, al menos 70 %, al menos 80 %, al menos 90 %, al menos 95 %, o sustancialmente 100 % de la longitud
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de la secuencia de referencia. Después se comparan los nucledtidos en las posiciones de nucledtidos
correspondientes. Cuando una posicién en la primera secuencia esta ocupada por el mismo nucleétido que la posicion
correspondiente en la segunda secuencia, entonces las moléculas son idénticas en esa posicion. El porcentaje de
identidad entre las dos secuencias es una funcion del numero de posiciones idénticas compartidas por las secuencias,
teniendo en cuenta el numero de brechas, y la longitud de cada brecha, que es necesario introducir para el
alineamiento 6ptimo de las dos secuencias. Los algoritmos representativos y los programas informaticos utiles para
determinar el porcentaje de identidad entre dos secuencias de nucledtidos incluyen, por ejemplo, el algoritmo de
Meyers y Miller (CABIOS, 1989, 4: 11-17), que se ha incorporado en el programa ALIGN (versién 2.0) que usa una
tabla de pesos de residuos PAM120, una penalizacion por longitud de brecha de 12 y una penalizacién de brecha de
4. El porcentaje de identidad entre dos secuencias de nucleétidos puede determinarse, alternativamente, por ejemplo
con el uso del programa GAP en el paquete de software GCG que usa una matriz NWSgapdna.CMP.

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 (en la
naturaleza y/o en un entorno experimental), y/o (2) se ha disefiado, producido, preparado, y/o fabricado por la accion
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 %, aproximadamente 96 %,
aproximadamente 97 %, aproximadamente 98 %, aproximadamente 99 %, o mas de aproximadamente 99 % de los
otros componentes con los que se asociaron inicialmente. Los agentes aislados pueden ser alrededor de 80 %,
alrededor de 85 %, alrededor de 90 %, alrededor de 91 %, alrededor de 92 %, alrededor de 93 %, alrededor de 94 %,
alrededor de 95 %, alrededor de 96 %, alrededor de 97 %, alrededor de 98 %, alrededor de 99 %, o mas de alrededor
de 99 % puros. Como se usa en la presente descripcion, una sustancia es "pura" si esta sustancialmente libre de otros
componentes. Como entenderan los expertos en la técnica, una sustancia aun puede considerarse "aislada" o incluso
"pura", después de combinarse con otros componentes determinados tales como, por ejemplo, uno o mas vehiculos
o excipientes (por ejemplo, tampodn, disolvente, agua, etcétera); en tales casos, el porcentaje de aislamiento o pureza
de la sustancia se calcula sin incluir tales vehiculos o excipientes. Solo para proporcionar un ejemplo, un polimero
bioldgico tal como un polipéptido o un polinucleétido que se produce en la naturaleza puede considerarse "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 que la especie que lo produce en la naturaleza; c) se expresa por 0 se encuentra de cualquier
otra manera en asociacién 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, un polipéptido que se sintetiza quimicamente o se sintetiza en un sistema
celular diferente al que lo produce en la naturaleza puede considerarse un polipéptido "aislado". Alternativamente o
adicionalmente, 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 naturaleza;
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 un organismo vertebrado que no es
un ser humano. Un animal no humano puede ser un cicléstomo, un pez éseo, un pez cartilaginoso (por ejemplo, un
tiburén o una raya), un anfibio, un reptil, un mamifero, o un ave. Un mamifero no humano puede ser un primate, una
cabra, una oveja, un cerdo, un perro, una vaca, o un roedor. Un animal no humano puede ser un roedor tal como una
rata o un ratén.

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 es una cadena oligonucleotidica o que puede incorporarse a esta. Un acido nucleico
puede ser un compuesto y/o sustancia que es una cadena oligonucleotidica o que puede incorporarse a esta por
medio de un enlace fosfodiéster. Como resultara evidente a partir del contexto, "acido nucleico" puede referirse a uno
0 mas residuos de acido nucleico individuales (por ejemplo, nucledtidos y/o nucledsidos); "acido nucleico" puede
referirse a una cadena oligonucleotidica que comprende residuos de acido nucleico individuales. Un "acido nucleico"
puede ser o puede comprender ARN; o un "acido nucleico" puede ser o puede comprender ADN. Un acido nucleico
puede ser, o comprender, o consistir en uno o mas residuos de acido nucleico naturales. Un acido nucleico puede ser,
comprender, o consistir en uno o mas analogos de un residuo de acido nucleico natural. Un analogo de acido nucleico
puede diferir de un residuo de acido nucleico natural en el hecho de que no utiliza una cadena principal con enlaces
fosfodiéster. Por ejemplo, un acido nucleico puede ser, o comprender, o consistir en uno o0 mas "acidos nucleicos
peptidicos", que se conocen en la técnica y tienen enlaces peptidicos en lugar de enlaces fosfodiéster en la cadena
principal. Alternativamente o adicionalmente, un acido nucleico puede tener uno o mas enlaces fosforotioato y/o 5'-N-
fosforamidita en lugar de enlaces fosfodiéster. Un acido nucleico puede ser, comprender, o consistir en uno o mas
nucledsidos naturales (por ejemplo, adenosina, timidina, guanosina, citidina, uridina, desoxiadenosina, desoxitimidina,
desoxiguanosina, y desoxicitidina). Un acido nucleico puede ser, comprender, o consistir en uno o mas analogos de
nucledsidos (por ejemplo, 2-aminoadenosina, 2-tiotimidina, inosina, pirrolo-pirimidina, 3-metil adenosina, 5-
metilcitidina, C-5 propinil-citidina, C-5 propinil-uridina, 2-aminoadenosina, C5-bromouridina, C5-fluorouridina, C5-
yodouridina, C5-propinil-uridina, C5-propinil-citidina, C5-metilcitidina, 2-aminoadenosina, 7-deazaadenosina, 7-
deazaguanosina, 8-oxoadenosina, 8-oxoguanosina, O(6)-metilguanina, 2-tiocitidina, bases metiladas, bases
intercaladas, y combinaciones de estos). Un acido nucleico puede comprender uno o mas azucares modificados (por
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ejemplo, 2'-fluororribosa, ribosa, 2'-desoxirribosa, arabinosa, y hexosa) en comparacién con los de acidos nucleicos
naturales (es decir, comprende uno o mas analogos de un azucar de nucledsido natural). Un acido nucleico puede
tener una secuencia de nucleétidos que codifica un producto génico funcional tal como un ARN o una proteina. Un
acido nucleico puede tener una secuencia de nucleétidos que incluye uno o mas intrones. Los expertos en la técnica
apreciaran que se dispone de una variedad de tecnologias conocidas en la técnica para la produccion de acidos
nucleicos. Por ejemplo, los acidos nucleicos pueden prepararse mediante un método seleccionado del grupo que
consiste en aislamiento a partir de una fuente natural, sintesis enzimatica por polimerizacion basada en una plantilla
complementaria (in vivo o in vitro), reproduccién en una célula o sistema recombinante, sintesis quimica, y una
combinacién de estos. Un acido nucleico puede ser 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 0 mas
residuos de longitud. Un acido nucleico puede ser monocatenario; un &cido nucleico puede ser parcialmente o
completamente bicatenario (es decir, comprende al menos dos cadenas de acido nucleico individuales cuyas
secuencias incluyen elementos complementarios que se hibridan entre si). Un acido nucleico puede tener una
secuencia de nucleétidos que comprende al menos un elemento que codifica, o es el complemento de una secuencia
que codifica, un polipéptido. Un acido nucleico puede tener actividad enzimatica.

La frase "unido operativamente", como se usa en la presente descripcion, se refiere a una yuxtaposicion fisica (por
ejemplo, en el espacio tridimensional) de componentes o elementos que interactiian, directamente o indirectamente
entre si, o de cualquier otra manera se coordinan entre si para participar en un evento bioldgico, cuya yuxtaposicion
logra o permite tal interaccién y/o coordinacion. Solo para proporcionar un ejemplo, se dice que una secuencia de
control (por ejemplo, una secuencia de control de la expresion) en un acido nucleico esta "unida operativamente" a
una secuencia codificante cuando se ubica con relacién a la secuencia codificante de manera que su presencia o
ausencia afecta la expresion y/o actividad de la secuencia codificante. La "union operativa" puede involucrar la union
covalente de componentes o elementos relevantes entre si. Los expertos en la técnica apreciaran facilmente, sin
embargo, que la union covalente puede no ser necesaria para lograr la unién operativa eficaz. Por ejemplo, las
secuencias de acidos nucleicos de control unidas operativamente a las secuencias codificantes que controlan pueden
ser contiguas al gen de interés. Alternativamente o adicionalmente, una o mas de tales secuencias de control pueden
actuar en trans o a una distancia para controlar una secuencia codificante de interés. El término "secuencia de control
de la expresion" como se usa en la presente descripcion puede referirse a secuencias de polinucleétidos que son
necesarias y/o suficientes para efectuar la expresion y el procesamiento de las secuencias codificantes a las que se
unen. Las secuencias de control de la expresion pueden ser o pueden comprender secuencias de iniciacion de la
transcripcion, de terminacion, promotoras y/o potenciadoras adecuadas; sefiales para el procesamiento de ARN
eficiente tales como sefiales de corte y empalme y poliadenilacion; secuencias que estabilizan el ARNm citoplasmatico;
secuencias que potencian la eficiencia de la traduccion (por ejemplo, la secuencia consenso de Kozak); secuencias
que potencian la estabilidad de las proteinas; y/o, secuencias que potencian la secrecion de proteinas. Una o mas
secuencias de control pueden ser preferentemente o exclusivamente activas en una célula u organismo huésped
particular, o un tipo de estos. Solo para proporcionar un ejemplo, en los procariotas, las secuencias de control incluyen
tipicamente promotor, sitio de unién al ribosoma, y secuencia de terminacion de la transcripcion; en eucariotas las
secuencias de control pueden incluir tipicamente promotores, potenciadores, y/o secuencias de terminacion de la
transcripcion. Los expertos en la técnica apreciaran a partir del contexto que el término "secuencias de control" puede
referirse a componentes cuya presencia es esencial para la expresion y el procesamiento, y puede incluir componentes
cuya presencia es ventajosa para la expresion (que incluyen, por ejemplo, secuencias lideres, secuencias de
orientacion, y/o secuencias de parejas de fusion).

El término "polipéptido", como se usa en la presente descripcion, se refiere a cualquier cadena polimérica de
aminoacidos. Un polipéptido puede tener una secuencia de aminoacidos que se produce en la naturaleza. Un
polipéptido puede tener una secuencia de aminoacidos que no se produce en la naturaleza. Un polipéptido puede
tener una secuencia de aminoacidos que esta modificada genéticamente en el hecho de que se disefia y/o se produce
por la accién del hombre.

El término "recombinante”, como se usa en la presente descripcion, se destina a referirse a polipéptidos (por ejemplo,
proteinas reguladoras de sefiales como se describe en la presente descripcion descripcion) que se disefian, modifican
genéticamente, preparan, expresan, crean o aislan por medios recombinantes, tales como polipéptidos que se
expresan con el uso de un vector de expresion recombinante transfectado en una célula huésped, polipéptidos aislados
a partir de una biblioteca combinatoria de polipéptidos humanos recombinantes (Hoogenboom H. R., (1997) TIB Tech.
15:62-70; Azzazy H., y 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 ratén) que es transgénico para genes de inmunoglobulinas humanas
(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
que se preparan, expresan, crean o aislan por cualquier otro medio que involucre el corte y empalme entre elementos
de secuencia seleccionados. Uno o mas de tales elementos de secuencia seleccionados pueden encontrarse en la
naturaleza. Uno o mas de tales elementos de secuencia seleccionados pueden disefiarse in silico. Uno o mas de tales
elementos de secuencia seleccionados pueden ser 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, un polipéptido
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recombinante puede estar compuesto por secuencias que se encuentran en el genoma de un organismo fuente de
interés (por ejemplo, ser humano, ratén, etcétera). Un polipéptido recombinante puede tener una secuencia de
aminoacidos 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 descripcidn para referirse a un proceso a través del cual una secuencia
de acido 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 ubica en su lugar. La secuencia de
acido nucleico reemplazada y las secuencias de acidos nucleicos de reemplazo pueden ser comparables entre si
porque, por ejemplo, son homodlogas entre si y/o contienen elementos correspondientes (por ejemplo, elementos que
codifican proteinas, elementos reguladores, etcétera). Una secuencia de acido nucleico reemplazada puede incluir
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 exon, una region no traducida (UTR); una secuencia de acido nucleico de reemplazo puede incluir una o
mas secuencias codificantes. Una secuencia de acido nucleico de reemplazo puede ser un homoélogo de la secuencia
de acido nucleico reemplazada. Una secuencia de acido nucleico de reemplazo puede ser un ortélogo de la secuencia
reemplazada. Una secuencia de acido nucleico de reemplazo puede ser o puede comprender una secuencia de acido
nucleico humana. En algunos casos, 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 puede ser o puede
comprender una secuencia de roedor (por ejemplo, una secuencia de ratén). La secuencia de acido nucleico asi
colocada puede incluir una o 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, el reemplazo puede ser una sustitucion de una secuencia endégena con una secuencia
heteréloga que da como resultado la produccion 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 endoégena; el reemplazo es
de una secuencia gendmica enddégena con una secuencia de acido nucleico que codifica una proteina que tiene una
funcion similar a la de una proteina codificada por la secuencia enddgena (por ejemplo, la secuencia genémica
endogena codifica una proteina April, y el fragmento de ADN codifica una o méas proteinas APRIL humanas). Un gen
endogeno o un fragmento de este puede reemplazarse 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 de, o
es sustancialmente similar o igual en estructura y/o funcioén, al gen endégeno o fragmento de este que se reemplaza.

La frase "un ligando inductor de la proliferacién™ o "APRIL" o "April' como se usa en la presente descripcion se refiere
a un ligando de la familia de necrosis tumoral, es decir, un ligando de la familia de TNF. APRIL es una proteina unida
a membrana de tipo Il, que puede liberarse como un ligando soluble tras el procesamiento proteolitico en un sitio de
escision de furina. APRIL se expresa en la superficie de una célula y sirve como una proteina reguladora involucrada
en las interacciones entre proteinas de la superficie de la membrana en células inmunitarias, por ejemplo, células B.
Diversas variantes, que incluyen algunas que son el resultado de eventos de corte y empalme alternativo, se han
descrito en sujetos humanos asi como en roedores. A modo de ilustracién, las secuencias de nucledtidos y de
aminoacidos de los genes APRIL humano y de raton se proporcionan en la Tabla 3. Después de leer esta descripcion
los expertos reconoceran que uno o mas genes April endégenos en un genoma (o todos) pueden reemplazarse con
uno o mas genes April heterélogos (por ejemplo, variantes polimorficas, subtipos o mutantes, genes de otras especies,
formas humanizadas, etcétera).

Una "célula que expresa APRIL" como se usa en la presente descripcion se refiere a una célula que expresa un ligando
inductor de la proliferacion. Una célula que expresa APRIL puede expresar un ligando inductor de la proliferacion en
su superficie. Una proteina APRIL puede expresarse en la superficie de la célula en una cantidad suficiente para
mediar las interacciones célula a célula por medio de la proteina APRIL expresada en la superficie de la célula. Una
célula que expresa APRIL puede expresar un ligando inductor de la proliferaciéon en forma soluble (es decir, no en la
superficie de una célula). Las células que expresan APRIL ilustrativas incluyen células dendriticas, macréfagos,
monocitos y células T. Las células que expresan APRIL regulan la interaccion de las células inmunitarias para regular
las respuestas de células B a diversos antigenos extrafos o patégenos, que incluyen el cambio de clase a isotipos de
anticuerpo especificos. Los animales no humanos descritos en la presente descripcién pueden demostrar una
regulacion de las células inmunitarias por medio de ligandos April humanizados expresados en la superficie de una o
mas células del animal no humano. Los animales no humanos descritos en la presente descripcidon pueden promover
la supervivencia a largo plazo de células B en animales no humanos que comprenden células madre hematopoyéticas
heterdlogas (por ejemplo, humanas). Los animales no humanos descritos en la presente descripcion pueden promover
la supervivencia a largo plazo de células B especificas de antigeno en animales no humanos que comprenden células
madre hematopoyéticas heterdlogas (por ejemplo, humanas).

El término "sustancialmente" como se usa en la presente descripcion se refiere a la condicidn cualitativa de exhibir
una medida o grado total o casi total de una caracteristica o propiedad de interés. Un experto en la materia biolégica
comprendera que los fendmenos bioldgicos y quimicos rara vez, o nunca, llegan a completarse y/o proceden a
completar o lograr o evitar un resultado absoluto. Por lo tanto el término "sustancialmente" se usa en la presente
descripcién para capturar la falta potencial de totalidad inherente en muchos fenémenos bioldgicos y quimicos.
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La frase "homologia sustancial' como se usa en la presente descripcion se refiere a una comparacion entre secuencias
de aminoacidos o acidos nucleicos. Como apreciaran los expertos en la técnica, generalmente se considera que dos
secuencias son "sustancialmente homdlogas” si contienen residuos homélogos en las posiciones correspondientes.
Los residuos homologos pueden ser residuos idénticos. Alternativamente, los residuos homélogos pueden ser residuos
no idénticos 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 aminoacido por
otro del mismo tipo frecuentemente puede considerarse una sustitucion "homodloga". Las clasificaciones de
aminoacidos tipicas se resumen en la Tabla 1y 2.

Como se conoce bien en esta técnica, las secuencias de aminoacidos o acidos nucleicos pueden compararse
mediante el uso de cualquiera de una variedad de algoritmos, que incluyen aquellos disponibles en programas
informaticos comerciales tales como BLASTN para las secuencias de nucleétidos y BLASTP, gapped BLAST, y PSI-
BLAST para las secuencias de aminoacidos. Los 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 las secuencias homdlogas, los programas mencionados
anteriormente tipicamente proporcionan una indicacion del grado de homologia. Dos secuencias pueden considerarse
sustancialmente homologas 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 homélogos en un segmento
relevante de residuos. El segmento relevante puede ser una secuencia completa. El segmento relevante puede ser
de al menos 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 o0 mas residuos. El segmento relevante puede incluir residuos contiguos
a lo largo de una secuencia completa. El segmento relevante puede incluir residuos discontinuos a lo largo de una
secuencia completa. El segmento relevante puede ser de al menos 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, o mas residuos.

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
Triptéfano Trp W no polar neutro -0.9
Tirosina Tyr Y polar neutro -1.3
Valina Val \ no polar neutro 4.2
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Tabla 2
Aminoacidos ambiguos 3-Letras 1-Letra
Asparagina o Acido aspartico Asx B
Glutamina o acido glutamico Glx z
Leucina o Isoleucina Xle J
Aminoacido no especificado o desconocido Xaa X

La frase "identidad sustancial' como se usa en la presente descripcidn se refiere a una comparacion entre secuencias
de aminoacidos o 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 se
conoce bien en esta técnica, las secuencias de aminoacidos o acidos nucleicos pueden compararse mediante el uso
de cualquiera de una variedad de algoritmos, que incluyen aquellos disponibles en programas informaticos comerciales
tales como BLASTN para las secuencias de nucleétidos y BLASTP, gapped BLAST, y PSI-BLAST para las secuencias
de aminoacidos. Los 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
tipicamente proporcionan una indicacion del grado de identidad. Dos secuencias pueden considerarse
sustancialmente idénticas si al menos 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94
%, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o mas de sus residuos correspondientes son idénticos en un segmento relevante
de residuos. El segmento relevante puede ser una secuencia completa. El segmento relevante puede ser de al menos
10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, o mas residuos.

La frase "vector de transformacién" o "constructo de transformacién" como se usa en la presente descripcion se refiere
a una molécula polinuclecotidica que comprende una region de transformacion. Una region de transformacion
comprende una secuencia que es idéntica o sustancialmente idéntica a una secuencia en una célula, tejido o animal
diana y proporciona la integracién de la construccidon de transformacién en una posicién dentro del genoma de la
célula, tejido o animal por medio de recombinaciéon homéloga. Se incluyen ademas regiones de transformacién que se
dirigen con el uso de sitios de reconocimiento de recombinasas sitio especificas (por ejemplo, sitios loxP o Frt). Un
constructo de transformacion como se describe en la presente descripcion puede comprender 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 adicion exdgena de proteinas que
ayudan o facilitan la recombinaciéon que involucra a tales secuencias. Un constructo de transformacién como se
describe en la presente descripcion puede comprender 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 funcién
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 difiere estructuralmente de la entidad de referencia en la
presencia o el nivel de una o mas porciones quimicas en comparaciéon con la entidad de referencia. Una variante
también puede diferir 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
biolégica o quimica tiene determinados elementos estructurales caracteristicos. Una variante, por definicién, es una
entidad quimica definida que comparte uno o mas de tales elementos estructurales caracteristicos. Solo para
proporcionar algunos ejemplos, una molécula pequefia 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 pequeia es una que comparte el elemento estructural central y las porciones colgantes caracteristicas pero
difiere en otras porciones colgantes y/o en los tipos de enlaces presentes (simples vs. dobles, E vs. Z, etcétera) dentro
del nucleo central, un polipéptido puede tener un elemento de secuencia caracteristico compuesto por una pluralidad
de aminoacidos que tienen posiciones designadas unas con respecto a otras en el espacio lineal o tridimensional y/o
que contribuyen a una funcién biolégica particular, un acido nucleico puede tener un elemento de secuencia
caracteristico compuesto por una pluralidad de residuos de nucledtidos que tienen posiciones designadas unas con
respecto a otras en el espacio lineal o tridimensional. Por ejemplo, una variante de polipéptido puede diferir 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. Una variante de polipéptido puede mostrar una identidad de secuencia general con
un polipéptido de referencia que es de al menos 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95
%, 96 %, 97 %, 0 99 %. Alternativamente o adicionalmente, una variante de polipéptido puede no compartir al menos
un elemento de secuencia caracteristico con un polipéptido de referencia. El polipéptido de referencia puede tener una
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0 mas actividades bioldgicas. Una variante de polipéptido puede compartir una o mas de las actividades bioldgicas del
polipéptido de referencia. Una variante de polipéptido puede carecer de una o mas de las actividades bioldgicas del
polipéptido de referencia. Una variante de polipéptido puede mostrar un nivel reducido de una o mas actividades
bioldgicas en comparacion con el polipéptido de referencia. Un polipéptido de interés puede considerarse 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 numero pequefio 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 comparacion con el parental. Una variante puede tener 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2, 0 1 residuo
sustituido en comparacién con un original. Frecuentemente, una variante tiene un nimero muy pequeno (por ejemplo,
menos de 5, 4, 3, 2, o 1) de residuos funcionales sustituidos (es decir, residuos que participan en una actividad
biologica 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 comunmente son menores que aproximadamente 5, aproximadamente 4, aproximadamente 3,
o aproximadamente 2 residuos. El polipéptido original o de referencia puede ser 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 comunmente en la naturaleza, particularmente cuando el polipéptido de interés es un polipéptido 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. Los vectores pueden ser capaces de replicarse de manera
extracromosomica 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 expresion de genes unidos operativamente se
denominan en la presente descripcidn "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 multiples formas diferentes (por
ejemplo, alelos).

Descripcion detallada de determinadas modalidades

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 de ligando inductor de la
proliferacién (por ejemplo, APRIL). Tales animales no humanos pueden ser Utiles, por ejemplo, para ensayos en injerto
de trasplantes, activacion de células B y supervivencia de células B especificas de antigeno posterior a la
inmunizacién. Se contempla que tales animales no humanos proporcionan una mejora en la activacion de células B y
la supervivencia de células B especificas de antigeno posterior a la inmunizacién después del injerto de células madre
hematopoyéticas humanas. Por lo tanto, la presente descripcién es particularmente Gtil para mantener células
hematopoyéticas humanas en animales no humanos. En particular, la presente descripcion abarca la humanizacion
de un gen April de roedor que da como resultado 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 del acoplamiento de las proteinas April humanizadas y los
ligandos/receptores presentes en la superficie de las células humanas injertadas. Los animales no humanos descritos
en la presente descripcion pueden ser 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 April humanizadas pueden tener una secuencia codificada por los exones 2 a 6 de un gen APRIL humano.
Los animales no humanos descritos en la presente descripcion pueden comprender un gen April modificado
genéticamente que contiene material genético del animal no humano y una especie heterdloga (por ejemplo, un ser
humano). Los animales no humanos descritos en la presente descripcion pueden comprender un gen April
humanizado, en donde el gen April humanizado comprende los exones 2, 3, 4, 5y 6 de un gen APRIL humano. La
expresion de la proteina April humanizada puede encontrarse bajo el control de material genético de April no humano
(por ejemplo, un promotor de April no humano).

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

Gen del ligando inductor de la proliferacién (APRIL)

El ligando inductor de la proliferacion (APRIL) es un miembro de la superfamilia de ligandos del factor de necrosis

tumoral (TNF) y se expresa en muchos tipos de células diferentes que incluyen, pero no se limitan a células dendriticas,
células epiteliales, macréfagos, monocitos, osteoclastos y células T. APRIL (también denominado miembro 13 de la
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superfamilia de ligandos del factor de necrosis tumoral, TNFSF13, CD256, TALL-2, TALL2, TRDL-1 y ZTNF2) se
expresa en la superficie celular como una proteina transmembrana de tipo Il y puede liberarse en forma soluble por
medio de la escisidon en un sitio consenso de furina después de la protedlisis. La estructura del gen para APRIL en
raton y en el hombre es similar en el hecho de que ambos genes contienen 6 exones con los dos primeros que codifican
la porcion transmembrana y los exones restantes que codifican la porcién extracelular de la proteina. Ademas, en
seres humanos y en ratones, el sitio de escision de furina esta codificado por el exén 2. Tanto para ratén como para
el hombre, se han informado variantes de corte y empalme alternativo. En seres humanos, el corte y empalme
alternativo que combina el exén 1 y el 3 genera una forma unida a membrana que es resistente a la escisién debido a
la ausencia del sitio de escisidon de furina codificado por el exén 2. Esta variante se ha denominado APRIL-5. Se han
informado otras variantes de corte y empalme alternativo que omiten el exén 3 (APRIL-) o empalman un intrén criptico
en el exén 6 (APRIL-y). Sin embargo, estas variantes de corte y empalme no se han observado en ratones. Por el
contrario, se han informado variantes de corte y empalme que son el resultado de diferencias de un aminoéacido en el
residuo de aminoacido 120 y solo tienen ligeras diferencias en la union a los receptores.

El gen APRIL tanto en ratdon como en el hombre se ubica 3' de otro gen en la superfamilia de ligandos de TNF, el
inductor débil de apoptosis relacionado con TNF (TWEAK). De manera notable, tanto en raton como en el hombre se
ha observado un evento Unico de corte y empalme intergénico que produce una variante denominada TWE-PRIL. En
seres humanos, este corte y empalme intergénico se produce entre el exén 6 de TWEAK y el exon 2 de APRIL,
mientras que en ratones, el corte y empalme es entre el exon 7 de TWEAK y el exén 1 de APRIL. Se ha demostrado
que TWE-PRIL estimula células T y B in vitro e induce su proliferacion.

Los receptores informados para APRIL incluyen ligando de interaccion de ciclofilina, activador transmembrana y
modulador de calcio (TACI) y antigeno de maduracién de células B (BCMA). Un ligando relacionado con la familia de
TNF (BAFF) también se une a TACI y BCMA, asi como a un tercer receptor BAFF-R. La union de BAFF a BAFF-R es
Unica para BAFF y no se comparte con APRIL.

El papel de APRIL, en particular, se ha investigado con respecto a su papel en la modulacion de las respuestas de
células B y T. En particular, se ha informado que APRIL estimula el crecimiento de células tumorales in vitro e in vivo.
Por ejemplo, Hahne y otros (1998, J. Exp. Med. 188(6):1185-1190) informaron que APRIL soluble aumenté la
proliferaciéon de células tumorales en cultivo en una manera dependiente de la dosis, y, cuando se transfectdé como
proteina de longitud completa en células tumorales, condujo a una velocidad de proliferaciéon mayor que la de células
con tratamiento simulado o de tipo silvestre.

Secuencias de APRIL

En la Tabla 3 se exponen secuencias ilustrativas de APRIL para ser humano y ratén. Para las secuencias de ADNc,
los exones consecutivos estan separados por texto subrayado alternante.

Tabla 3

ADNc de April de raton NM_
001159505.1 GAAGGCTGGCCGCTCCTTCTGGGTGTCACGGCTGCCCTGTC

CTTCCTAGATAATGGCACCAAATTCTCCTGAGGCTAGGGGG
GAAGGAGTGTCAGAGTGTCACTAGCTCGACCCTGGGGACAA
GGGGGACTAATAGTACCCTAGCTTGATTTCTTCCTATTCTC
AAGTTCCTTITTTATTTCTCCCTTGCGTAACCCGCTCTTCCC
TTCTGTGCCTTTGCCTGTATTCCCACCCTCCCTGCTACCTC
TTGGCCACCTCACTTCTGAGACCACAGCTGTTGGCAGGGTC
CCTAGCTCATGCCAGCCTCATCTCCAGGCCACATGGGGGGC
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TCAGTCAGAGAGCCAGCCCTTTCGGTTGCTCTTTGGTTGAG
TTGGGGGGCAGTTCTGGGGGCTGTGACTTGTGCTGTCGCAC
TACTGATCCAACAGACAGAGCTGCAAAGCCTAAGGCGGGAG
GTGAGCCGGCTGCAGCGGAGTGGAGGGCCTTCCCAGAAGCA
GGGAGAGCGCCCATGGCAGAGCCTCTGGGAGCAGAGTCCTG
ATGTCCTGGAAGCCTGGAAGGATGGGGCGAAATCTCGGAGA
AGGAGAGCAGTACTCACCCAGAAGCACAAGAAGAAGCACTC
AGTCCTGCATCTTGTTCCAGTTAACATTACCTCCAAGGACT
CTGACGTGACAGAGGTGATGTGGCAACCAGTACTTAGGCGT
GGGAGAGGCCTGGAGGCCCAGGGAGACATTGTACGAGTCTG
GGACACTGGAATTTATCTGCTCTATAGTCAGGTCCTGTTTC
ATGATGTGACTTTCACAATGGGTCAGGTGGTATCTCGGGAA
GGACAAGGGAGAAGAGAAACTCTATTCCGATGTATCAGAAG
TATGCCTTCTGATCCTGACCGTGCCTACAATAGCTGCTACA
GTGCAGGTGTCTTTCATTTACATCAAGGGGATATTATCACT
GTCAAAATTCCACGGGCAAACGCAAAACTTAGCCTTTCTCC
GCATGGAACATTCCTGGGGTTTGTGAAACTATGATTGTTAT
AAAGGGGGTGGGGATTTCCCATTCCAAAAACTGGCTAGACA
AAGGACAAGGAACGGTCAAGAACAGCTCTCCATGGCTTTGC
CTTGACTGTTGTTCCTCCCTTTGCCTTTCCCGCTCCCACTA
TCTGGGCTTTGACTCCATGGATATTAAAAAAGTAGAATATT
TTGTGTTTATCTCCCACACAGCCCCAAATTCTTTTGTTGTG
TGTGCGAAGGGGGTTTTGCGCACTGTGCCAAGCCTTGTCCA
CTGGAATGCATCCAGAACAGCAGCACCATCTAGCGGCAGGT
TGAGGAAAGACTATGGTCTCTGCTAGGGAAAACCTTATCCA
ACTCTTCAAGTACCCTCTGCTTCAATTAACAAGAAGCCCGG
CTTTCAGTATTTCACCTATTGCGTCCAAATTCTTGTTACTA
TCTAGAAAAAGATATATGTTAGGTGCCTCGATATGCATGCC
ATTCATCCTCCCCATTCTCCTATACACTTCCGAGCTGGGCA
CTGAGCTTTACGCCTTAAATCACAGTACTCGGGAGGCAGAT
CTCGATGAGTTCGAGGCCAACTTGGTCTAAATAGTGAGTTC
CAGGCCACCCAGGGGTTACAATGGTGAGACCCTGTCTCAAA
CAAACTAACAAACAAATAAACGAAAGGCTCTCCACG

(Sec. con num. de ident.: 1)

MPASSPGHMGGSVREPALSVALWLSWGAVLGAVTCAVALLT
QOTELOSLRREVSRLORSGGPSQKQGERPWQSLWEQSPDVL
EAWKDGAKSRRRRAVLTQKHKKKHSVLHLVPVNITSKDSDV
TEVMWQPVLRRGRGLEAQGDIVRVWDTGIYLLYSQVLEHDV
TETMGQVVSREGQGRRETLEFRCIRSMPSDPDRAYNSCYSAG
VEFHLHOGDIITVKIPRANAKLSLSPHGTFLGEVKL

(Sec. con num. de ident.: 2)

MAARRSQRRRGRRGEPGTALLAPLVLSLGLALACLGLLLVV
VSLGSWATLSAQEPSQEELTAEDRREPPELNPQTEESQDVV
PFLEQLVRPRRSAPKGRKARPRRATAAHYEVHPRPGQDGAQ
AGVDGTVSGWEETKINSSSPLRYDROIGEFTVIRAGLYYLY
CQVHFDEGKAVYLKLDLLVNGVLALRCLEEFSATAASSPGP
QLRLCOQTELQSLRREVSRLORSGGPSQKQGERPWQSLWEQS
PDVLEAWKDGAKSRRRRAVLTOQKHKKKHSVLHLVPVNITSK
DSDVTEVMWQPVLRRGRGLEAQGDIVRVWDTGIYLLYSQVL
FHDVTFTMGQVVSREGQGRRETLFRCIRSMPSDPDRAYNSC
YSAGVEFHLHQGDIITVKIPRANAKLSLSPHGTFLGFVKL

(Sec. con num. de ident.: 3)
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CCGGAACCCTGTGTGCTGGGGAGGAATCCCGCAGTGGCCGG
GGGGCTTGAGGCCGCTGCTTTGTCTCTTCGTCCAGAGCCTT
ATGTAAGAGCTTTTCTCGGGAAACAGGAAGTCCTGCTTGCC
AATTTCAGCACAGGGAGTAGTGCAGGCCTTATTCCAACACA
CCCGGCCCAGCCTTAACCCCAGAACTCAGCCAGTTTCTTGC
TTCCGTGCCCCTGGTTCTCCTCCCCATCGAGCCCACCCCTC
CTTTCCCACCTTCAGTCACCCCTAGTGAACTGCCCCAGCGA
TCTCTGCTGTGCTTGACCCCGAGGGTCTTCCACCCTCGCCC
TGACCCTGGACACTGCCCAGCTTGGCCCCCCATCCTGCTCC
TGGCACAATGCCCTCTAGCCAGCCAACCTTCCCTCCCCCAA
CCCTGGGGCCGCCCCAGGGTTCCTGCGCACTGCCTGTTCCT
CCTGGGTGTCACTGGCAGCCCTGTCCTTCCTAGAGGGACTG
GAACCTAATTCTCCTGAGGCTGAGGGAGGGTGGAGGGTCTC
AAGGCAACGCTGGCCCCACGACGGAGTGCCAGGAGCACTAA
CAGTACCCTTAGCTTGCTTTCCTCCTCCCTCCTTTTTATTT
TCAAGTTCCTTTTTATTTCTCCTTGCGTAACAACCTTCTTC
CCTTCTGCACCACTGCCCGTACCCTTACCCGCCCCGCCACC
TCCTTGCTACCCCACTCTTGAAACCACAGCTGTTGGCAGGG
TCCCCAGCTCATGCCAGCCTCATCTCCTTTCTTGCTAGCCC
CCAAAGGGCCTCCAGGCAACATGGGGGGCCCAGTCAGAGAG
CCGGCACTCTCAGTTGCCCTCTGGTTGAGTTGGGGGGCAGC
TCTGGGGGCCGTGGCTTGTGCCATGGCTCTGCTGACCCAAC
AAACAGAGCTGCAGAGCCTCAGGAGAGAGGTGAGCCGGCTG
CAGGGGACAGGAGGCCCCTCCCAGAATGGGGAAGGGTATCC
CTGGCAGAGTCTCCCGGAGCAGAGTTCCGATGCCCTGGAAG
CCTGGGAGAATGGGGAGAGATCCCGGAAAAGGAGAGCAGTG
CTCACCCAAAAACAGAAGAAGCAGCACTCTGTCCTGCACCT
GGTTCCCATTAACGCCACCTCCAAGGATGACTCCGATGTGA
CAGAGGTGATGTGGCAACCAGCTCTTAGGCGTGGGAGAGGC
CTACAGGCCCAAGGATATGGTGTCCGAATCCAGGATGCTGG
AGTTTATCTGCTGTATAGCCAGGTCCTGTTTCAAGACGTGA
CTTTCACCATGGGTCAGGTGGTGTCTCGAGAAGGCCAAGGA
AGGCAGGAGACTCTATTCCGATGTATAAGAAGTATGCCCTC
CCACCCGGACCGGGCCTACAACAGCTGCTATAGCGCAGGTG
TCTTCCATTTACACCAAGGGGATATTCTGAGTGTCATAATT
CCCCGGGCAAGGGCGAAACTTAACCTCTCTCCACATGGAAC
CTTCCTGGGGTTTGTGAAACTGTGATTGTGTTATAAAAAGT
GGCTCCCAGCTTGGAAGACCAGGGTGGGTACATACTGGAGA
CAGCCAAGAGCTGAGTATATAAAGGAGAGGGAATGTGCAGG
AACAGAGGCGTCTTCCTGGGTTTGGCTCCCCGTTCCTCACT
TTTCCCTTTTCATTCCCACCCCCTAGACTTTGATTTTACGG
ATATCTTGCTTCTGTTCCCCATGGAGCTCCGAATTCTTGCG
TGTGTGTAGATGAGGGGCGGGGGACGGGCGCCAGGCATTGT
CCAGACCTGGTCGGGGCCCACTGGAAGCATCCAGAACAGCA
CCACCATCTAGCGGCCGCTCGAGGGAAGCACCCGCCGGTTG
GCCGAAGTCCACGAAGCCGCCCTCTGCTAGGGAAAACCCCT
GGTTCTCCATGCCACACCTCTCTCCAGGTGCCCTCTGCCTC
TTCACCCCACAAGAAGCCTTATCCTACGTCCTTCTCTCCAT
CTATCGGACCCCAGTTTCCATCACTATCTCCAGAGATGTAG
CTATTATGCGCCCGTCTACAGGGGGTGCCCGACGATGACGG
TGCCTTCGCAGTCAAATTACTCTTCGGGTCCCAAGGTTTGG
CTTTCACGCGCTCCATTGCCCCGGCGTGGCAGGCCATTCCA
AGCCCTTCCGGGCTGGAACTGGTGTCGGAGGAGCCTCGGGT

GTATCGTACGCCCTGGTGTTGGTGTTGCCTCACTCCTCTGA
GCTCTTCTTTCTGATCAAGCCCTGCTTAAAGTTAAATAAAA
TAGAATGAATGATACCCCGGCAAAAAAAAAAAAAAARA

(Sec. con num. de ident.: 4)
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Proteina APRIL humana NP_
003799.1

Proteina APRIL-B humana NP_
742084.1

Proteina APRIL-y humana NP_
742085.1

Proteina APRIL-5 humana NP_
001185551.1

Proteina APRIL-{ humana NP_
001185552.1

Proteina APRIL-n humana NP_
001185553.1

Proteina TWE-PRIL humana
NP_742086.1
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MPASSPFLLAPKGPPGNMGGPVREPALSVALWLSWGAALGA
VACAMALLTQQTELQOSLRREVSRLOGTGGPSQONGEGYPWQS
LPEQSSDALEAWENGERSRKRRAVLTQKQKKQHSVLHLVPI
NATSKDDSDVTEVMWQPALRRGRGLQAQGYGVRIQDAGVYL
LYSQVLEFQDVTEFTMGQVVSREGQGRQETLFRCIRSMPSHPD
RAYNSCYSAGVFHLHOQGDILSVIIPRARAKLNLSPHGTFELG

FVEL (Sec. con num. de ident.: 5)

MPASSPFLLAPKGPPGNMGGPVREPALSVALWLSWGAALGA
VACAMALLTQQTELQSLRREVSRLOGTGGPSQNGEGYPWQS
LPEQSSDALEAWENGERSRKRRAVLTQKQKNDSDVTEVMWQ
PALRRGRGLOAQGYGVRIQDAGVYLLYSQVLEQDVTETMGQ
VVSREGQGRQETLFRCIRSMPSHPDRAYNSCYSAGVEFHLHQ
GDILSVIIPRARAKLNLSPHGTFLGEFVKL

(Sec. con num. de ident.: 6)

MPASSPFLLAPKGPPGNMGGPVREPALSVALWLSWGAALGA
VACAMALLTQQTELQOSLRREVSRLOGTGGPSQONGEGYPWQS
LPEQSSDALEAWENGERSRKRRAVLTQKQKKQHSVLHLVPI
NATSKDDSDVTEVMWQPALRRGRGLQAQGYGVRIQDAGVYL
LYSQVLEFQDVTETMGQVVSREGQGRQETLFRCIRSMPSHPD
RAYNSCYSAGVFHLHQGDILSVIIPRARAKLNLSPHGTFELG

L (Sec. con num. de ident.: 7)

MPASSPFLLAPKGPPGNMGGPVREPALSVALWLSWGAALGA
VACAMALLTQQTELQOSLRREVSRLQOGTGGPSQNGEGYPWQS
LPEQQOHSVLHLVPINATSKDDSDVTEVMWQPALRRGRGLQA
QGYGVRIQDAGVYLLYSQVLEFQDVTETMGQVVSREGQGROE
TLFRCIRSMPSHPDRAYNSCYSAGVFHLHQGDILSVIIPRA

RAKLNLSPHGTFLGEVKL (Sec. con num. de ident.: 8)

MPASSPFLLAPKGPPGNMGGPVREPALSVALWLSWGAALGA
VACAMALLTQQTELQSLRREVSRLOGTGGPSQNGEGYPWQS
LPEQHSVLHLVPINATSKDDSDVTEVMWQPALRRGRGLQAQ
GYGVRIQDAGVYLLYSQVLEQDVTETMGQVVSREGQGRQET
LFRCIRSMPSHPDRAYNSCYSAGVFHLHQGDILSVIIPRAR

ARLNLSPHGTFLGFVKL (Sec. con num. de ident.: 9)

MGGPVREPALSVALWLSWGAALGAVACAMALLTQQTELQSL
RREVSRLOGTGGPSONGEGYPWQSLPEQHSVLHLVPINATS
KDDSDVTEVMWQPALRRGRGLOQAQGYGVRIQDAGVYLLYSQ
VLFQDVTFTMGQVVSREGQGRQETLFRCIRSMPSHPDRAYN
SCYSAGVFHLHQGDILSVIIPRARAKLNLSPHGTFLGEVKL

(Sec. con num. de ident.: 10)

MAARRSQRRRGRRGEPGTALLVPLALGLGLALACLGLLLAV
VSLGSRASLSAQEPAQEELVAEEDODPSELNPQTEESQDPA
PFLNRLVRPRRSAPKGRKTRARRATIAAHYEVHPRPGQDGAQ
AGVDGTVSGWEEARINSSSPLRYNRQIGEFIVTRAGLYYLY
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COSSDALEAWENGERSRKRRAVLTQKOKKQHSVLHLVPINA
TSKDDSDVTEVMWQPALRRGRGLOQAQGYGVRIQDAGVYLLY
SQVLFQDVTETMGQVVSREGQGRQETLFRCIRSMPSHPDRA
YNSCYSAGVFHLHQGDILSVIIPRARAKLNLSPHGTFLGEV
KL

(Sec. con num. de ident.: 11)

Proteina April humanizada
MPASSPGHMGGSVREPALSVALWLSWGAVLGAVTCAVALLI
QOTELOSLRREVSRLORSGGPSQKQGERPWOSLWEQSSDAL
EAWENGERSRKRRAVLTQKQOKKQHSVLHLVPINATSKDDSD
VTEVMWQPALRRGRGLOAQGYGVRIQDAGVYLLYSQVLEQD
VIFTMGQVVSREGQOGRQETLFRCIRSMPSHPDRAYNSCYSA
GVFHLHQGDILSVIIPRARAKLNLSPHGTFLGFVKL

(Sec. con num. de ident.: 12)

Animales no humanos con April humanizada

Se proporcionan animales no humanos que expresan proteinas April humanizadas en la superficie de células (por
ejemplo, células dendriticas) de los animales no humanos. Especificamente, se describen animales no humanos que
expresan proteinas April humanizadas en la superficie de sus células, las proteinas se codifican por y/o se expresan
a partir de una modificaciéon genética de un locus endégeno del animal no humano que codifica una proteina April. Los
ejemplos adecuados que se presentan en la presente descripcion ejemplifican especificamente roedores, en particular,
ratones.

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

Un gen April endégeno puede eliminarse. Un gen April endégeno puede alterarse, en donde una porcion de un gen
April endégeno se reemplaza con una secuencia heteréloga (por ejemplo, una secuencia del gen APRIL humano, en
su totalidad o en parte). La totalidad o sustancialmente la totalidad del gen April endégeno puede reemplazarse con
un gen heterélogo (por ejemplo, un gen APRIL humano). Una porcién de un gen APRIL heterélogo puede insertarse
en un gen April endégeno no humano. El gen heterélogo puede ser un gen humano.

Un animal no humano como se describe en la presente descripcion puede contener un gen APRIL humano, en su
totalidad o en parte, en un locus April endégeno no humano. Por lo tanto, tales animales no humanos pueden
describirse como que tienen un gen April humanizado. El gen April endégeno reemplazado, insertado o modificado
(es decir, el gen April humanizado) puede detectarse con el uso de una variedad de métodos que incluyen, por ejemplo,
PCR, transferencia Western, transferencia Southern, polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP), o
un ensayo de ganancia o pérdida de alelos.

Un gen April humanizado puede incluir un gen April que tiene un segundo, tercer, cuarto, quinto, y sexto exén cada
uno con 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, tercer, cuarto, quinto, y sexto exén
que aparece en un gen APRIL humano de la Tabla 3.

Un gen April humanizado puede incluir un gen April que tiene una secuencia codificante de nucledétidos (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 nucledtidos 1007 - 2276 que aparecen en una
secuencia de ADNc de APRIL humano de la Tabla 3.

Una proteina April humanizada producida por un animal no humano como se describe en la presente descripcion
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 una
porcion extracelular de una proteina APRIL humana que aparece en la Tabla 3.
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Una proteina April humanizada producida por un animal no humano como se describe en la presente descripcion
puede tener una porcién 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 aminoacidos 87 a 250 que aparecen en una proteina APRIL humana de la Tabla 3.

Una proteina April humanizada producida por un animal no humano como se describe en la presente descripcion
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 APRIL humanizada que aparece en la Tabla 3.

Una proteina April humanizada producida por un animal no humano como se describe en la presente descripcion
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 APRIL humana que aparece en la Tabla 3.

Se proporcionan composiciones y métodos para producir animales no humanos que expresan una proteina April
humanizada, que incluye formas polimérficas especificas o variantes alélicas (por ejemplo, diferencias en un solo
aminoacido, variantes de corte y empalme alternativo, etcétera), 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 u, opcionalmente, a partir de un promotor no humano y una secuencia reguladora no humana. Se describen
ademas composiciones y métodos para producir animales no humanos que expresan tales proteinas a partir de un
promotor endégeno y una secuencia reguladora endégena. Los métodos incluyen insertar el material genético que
codifica una proteina APRIL humana, en su totalidad o en parte, en una ubicacion precisa en el genoma de un animal
no humano que corresponde a un gen April endégeno para crear de este modo un gen April humanizado que expresa
una proteina April que es humana, en su totalidad o en parte. Los métodos pueden incluir insertar el ADN genémico
correspondiente a los exones 2 a 6 de un gen APRIL humano en un gen April endégeno del animal no humano para
crear de este modo un gen humanizado que codifica una proteina APRIL que contiene una porcién humana que
contiene los aminoacidos codificados por los exones insertados.

Un enfoque de gen April humanizado puede emplear una modificacion relativamente minima del gen endégeno y
puede dar como resultado la transduccién de sefiales natural mediada por APRIL en el animal no humano dado que
la secuencia gendmica del gen APRIL puede modificarse en un solo fragmento y por lo tanto mantener la funcionalidad
normal mediante la inclusién de las secuencias reguladoras necesarias. Por lo tanto, en tales casos, la modificacion
del gen April no afecta a otros genes cercanos u otros genes April endégenos. Ademas, la modificacion puede no
afectar el ensamblaje de una proteina transmembrana funcional en la membrana plasmatica y puede mantener la
asociacion normal con sus receptores por medio de la union e interaccion de la porcion extracelular con un receptor
determinado que no se afecta por la modificacion.

Una ilustracién esquematica (no a escala) de los genes APRIL enddégenos murino y humano se proporciona en la
Figura 1. Una ilustracion esquematica (no a escala) de un gen April humanizado se proporciona en la Figura 2B. Como
se ilustra, el ADN gendmico que contiene los exones 2 a 6 de un gen APRIL humano se inserta en un gen April
endégeno murino mediante un constructo de transformacién. Este ADN genémico comprende la porcion del gen que
codifica la porcién extracelular (por ejemplo, los residuos de aminoacidos 87 a 250) de una proteina APRIL humana
responsable de la union al receptor.

Un animal no humano (por ejemplo, un ratén) que tiene un gen April humanizado puede producirse mediante cualquier
método conocido en la técnica. Por ejemplo, puede producirse un vector de transformacion que introduce un gen
APRIL humano, en su totalidad o en parte, con un gen marcador de seleccion. La Figura 2A ilustra las etapas iniciales
de la construccion de un vector de transformacion ilustrativo que comprende los exones 2 a 6 de un gen APRIL humano
y un casete de neomicina autoeliminable (por ejemplo, un gen de resistencia a neomicina flanqueado a ambos lados
por secuencias LoxP; ver las patentes US 8,354,389 y US 8,518,392) posicionado 3' de los exones humanos. La
Figura 2B ilustra un genoma de raton que comprende una insercién de los exones 2 a 6 de un gen APRIL humano con
el uso de un vector de transformacion ilustrativo descrito en la Figura 2A. Como se ilustra, el constructo de
transformacioén contiene regiones de homologia en 5'y 3' Unicas que permiten la insercion precisa del material genético
humano que comprende los exones 2 a 6 de un gen APRIL humano por recombinacién homdloga. El constructo de
transformacion contiene ademas un casete de seleccion por farmaco autoeliminable, que se posiciona 3' del material
genético que comprende los exones 2 a 6 de un gen APRIL humano. Tras la recombinacion homoéloga, los exones 2
a 6 de un gen APRIL humano se insertan en un gen April endégeno murino que se ha modificado especificamente
para aceptar la secuencia humana contenida en el vector de transformacién. Se crea un gen April humanizado lo que
da como resultado una célula o animal no humano que expresa una proteina April humanizada que contiene los
aminoacidos codificados por los exones 2 a 6 de un gen APRIL humano. El casete de selecciéon por farmaco se
eliminara de una manera dependiente del desarrollo, es decir, la progenie derivada de los ratones cuyas células de la
linea germinal contienen el gen April humanizado descrito anteriormente liberaran el marcador de seleccién de las
células diferenciadas durante el desarrollo.

Los animales no humanos como se describe en la presente descripcidn pueden prepararse como se describio
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anteriormente, o con el uso de métodos conocidos en la técnica, de modo que comprendan genes humanos o
humanizados adicionales, lo que depende frecuentemente del uso previsto del animal no humano. El material genético
de tales genes humanos o humanizados adicionales puede introducirse a través de la alteracion adicional del genoma
de las células (por ejemplo, células madre embrionarias) que tienen las modificaciones genéticas como se describid
anteriormente o a través de técnicas de cruzamiento conocidas en la técnica con otras cepas modificadas
genéticamente segun convenga. Los animales no humanos descritos en la presente descripcidon pueden prepararse
de modo que comprendan ademas uno o mas genes humanos o humanizados seleccionados de BAFF-R, TACI, y
BCMA. Los animales no humanos como se describe en la presente descripcion pueden prepararse de modo que
comprendan ademas un gen de factor activador de células B (BAFF) humano o humanizado. Los animales no humanos
como se describe en la presente descripcion pueden prepararse de modo que comprendan ademas un inductor débil
de apoptosis relacionado con TNF (TWEAK) humano o humanizado. Los animales no humanos como se describe en
la presente descripcion pueden comprender un gen April humanizado como se describe en la presente descripcion y
material genético de una especie heterdloga (por ejemplo, seres humanos), en donde el material genético codifica, en
su totalidad o en parte, una o mas proteinas heterélogas seleccionadas de BAFF-R, TACI, BCMA, BAFF y TWEAK.

Ademas de ratones que tienen genes April humanizados como se describe en la presente descripcion, en la presente
descripcién se proporcionan ademas otros animales no humanos modificados genéticamente que comprenden genes
APRIL humanizados. Tales animales no humanos pueden comprender un gen April humanizado unido operativamente
a una secuencia promotora de April endégeno. Tales animales no humanos pueden expresar una proteina April
humanizada a partir de un locus April endégeno, en donde la proteina April humanizada comprende los residuos de
aminoacidos 87 a 250 de una proteina APRIL 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, hurén, primate (por ejemplo, titi, mono rhesus).
Para los animales no humanos donde no se dispone facilmente de células ES modificables genéticamente adecuadas,
se emplean otros métodos para producir un animal no humano que comprende las modificaciones genéticas como se
describe en la presente descripcion. Tales métodos incluyen, por ejemplo, la modificacién 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 como se describe en la presente descripcion puede ser un mamifero. Un animal no humano
como se describe en la presente descripcion puede ser un mamifero pequefio, por ejemplo, de la superfamilia
Dipodoidea o Muroidea. Un animal modificado genéticamente como se describe en la presente descripcion puede ser
un roedor. Un roedor como se describe en la presente descripcién puede seleccionarse de un ratdn, una rata, y un
hédmster. Un roedor como se describe en la presente descripcion puede seleccionarse de la superfamilia Muroidea.
Un animal modificado genéticamente como se describe en la presente descripcion puede ser de una familia
seleccionada de Calomyscidae (por ejemplo, hamsteres similares a raton), 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 bambu, y
zokores). Un roedor modificado genéticamente como se describe en la presente descripcion puede seleccionarse de
un ratén o una rata verdaderos (familia Muridae), un jerbo, un ratén espinoso, y una rata crestada. Un raton modificado
genéticamente como se describe en la presente descripcion puede ser un miembro de la familia Muridae. Un animal
no humano como se describe en la presente descripcién puede ser un roedor. Un roedor como se describe en la
presente descripcion puede seleccionarse de un ratén y una rata. Un animal no humano como se describe en la
presente descripcion puede ser un ratén.

Un animal no humano como se describe en la presente descripcion puede ser un roedor que es un ratén 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. Un ratén como se describe en la presente
descripcién puede ser 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). Un ratéon modificado genéticamente
como se describe en la presente descripcion puede ser una mezcla de una cepa 129 mencionada anteriormente y una
cepa C57BL/6 mencionada anteriormente. Un ratdn como se describe en la presente descripcidon puede ser una
mezcla de las cepas 129 mencionadas anteriormente, o una mezcla de las cepas BL/6 mencionadas anteriormente.
Una cepa 129 de la mezcla como se describe en la presente descripcion puede ser una cepa 129S6 (129/SvEvTac).
Un ratén como se describe en la presente descripcion puede ser una cepa BALB, por ejemplo, la cepa BALB/c. Un
raton como se describe en la presente descripcion puede ser una mezcla de una cepa BALB y otra cepa mencionada
anteriormente.

Un animal no humano como se describe en la presente descripcion puede ser una rata. Una rata como se describe en
la presente descripcion puede seleccionarse de una rata Wistar, una cepa LEA, una cepa Sprague Dawley, una cepa
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Fischer, F344, F6, y Dark Agouti. Una cepa de rata como se describe en la presente descripcion puede ser 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 APRIL humanizados

Se han informado animales no humanos (por ejemplo, ratones) transgénicos y con desactivacion génica para April
(Stein y otros, 2002, J. Clin. Invest., 109(12):1587-1598; Castigli y otros, 2004, Proc. Nat. Acad. Sci., 101(11):3903-
3908; Xiao y otros, 2008, Eur. J. Immunol., 38(12):3450-3458). Tales animales se han empleado en una variedad de
ensayos para determinar los aspectos moleculares de la expresion, funcion y regulacién de APRIL. Sin embargo, no
lo han sido sin limitacién. Por ejemplo, el uso de ratones transgénicos para April ha sido limitado debido a los patrones
de expresion especificos del transgén, que pueden atribuirse de manera razonable al disefio de la construccion. Por
otra parte, en tales ratones transgénicos, se observé expresion de April detectable solo para dos de cuatro lineas
transgénicas, pero solo en células T y no en otro tipo de célula. Los ratones transgénicos que expresan APRIL humana
han producido resultados que contradicen los estudios previos. Por ejemplo, los ratones que recibieron varias
inyecciones de APRIL humana recombinante demostraron una activacion completa de células T, mientras que los
ratones transgénicos que expresan APRIL humana no lograron lo mismo. Si bien se ha demostrado la utilidad de los
ratones transgénicos para April para dilucidar algunas funciones biolégicas mediadas por APRIL, estos han
demostrado variabilidad en los resultados obtenidos, que se basan, al menos en parte, en los diferentes enfoques
empleados para producirlos. Por lo tanto, los sistemas in vivo actuales que explotan la biologia mediada por APRIL
son incompletos. Los aspectos moleculares de la funcion bioldgica y las vias de sefializacién mediadas por APRIL no
se han explotado en ratones transgénicos en todo su potencial.

Los animales no humanos como se describe en la presente descripcion pueden proporcionar un sistema in vivo
mejorado y una fuente de materiales bioldgicos (por ejemplo, células) que expresan APRIL humana (o humanizada)
que son Utiles para una variedad de ensayos. Los animales no humanos como se describe en la presente descripcion
pueden usarse para desarrollar productos terapéuticos que se dirigen a APRIL humana y/o modulan las vias de
sefalizacion mediadas por APRIL. Los ratones como se describe en la presente descripcidon pueden usarse para
seleccionar y desarrollar productos terapéuticos candidatos (por ejemplo, anticuerpos) que se unen a APRIL humana.
Los animales no humanos como se describe en la presente descripcidon pueden usarse para determinar el perfil de
union de antagonistas y/o agonistas de una APRIL humanizada en la superficie de una célula de un animal no humano
como se describe en la presente descripcion.

Los animales no humanos como se describe en la presente descripcion pueden usarse para medir el efecto terapéutico
de bloquear o modular la transduccion de sefiales de APRIL humana (por ejemplo, fosforilacién) y el efecto sobre la
expresion génica como resultado de cambios celulares. Los animales no humanos como se describe en la presente
descripcién pueden usarse para medir el efecto terapéutico de bloquear o modular las vias de sefalizacion de APRIL-
TACI y/o APRIL-BCMA humanas, por ejemplo, la modulaciéon de la transcripcion del ADN mediada por NF-kB. Un
animal no humano como se describe en la presente descripcion o células aisladas de este pueden exponerse a un
producto terapéutico candidato que se une a una proteina APRIL humana en la superficie de una célula del animal no
humano y, después de un periodo de tiempo posterior, analizarse en cuanto a los efectos sobre los procesos
dependientes de APRIL, por ejemplo, la estimulacion de células B y T, la estimulacion del crecimiento tumoral, la
supervivencia a largo plazo de células B especificas de antigeno (por ejemplo, células plasmaticas), y la activaciéon de
NF-«B.

Los animales no humanos como se describe en la presente descripcion pueden expresar la proteina April humanizada,
por lo tanto pueden generarse células, lineas celulares, y cultivos de células de modo que sirvan como fuente de April
humanizada para usar en ensayos de unién y funcionales, por ejemplo, para ensayar la uniéon o funciéon de un
antagonista o un agonista de APRIL, particularmente cuando el antagonista o el agonista es especifico para una
proteina APRIL humana o epitopo de esta. Una proteina April humanizada expresada por un animal no humano como
se describe en la presente descripcion puede comprender una variante de secuencia de aminoacidos. Se han
informado variantes de proteinas APRIL humanas que tienen variaciones asociadas con los residuos de unién al
ligando. Los animales no humanos como se describe en la presente descripcidon pueden expresar una variante de
proteina April humanizada. La variante puede ser polimérfica en una posicién de aminoacido asociada con la unién al
ligando. Los animales no humanos como se describe en la presente descripcidon pueden usarse para determinar el
efecto de la union al ligando a través de la interaccion con una variante polimorfica de APRIL humana. Los animales
no humanos como se describe en la presente descripcidon pueden expresar una variante de corte y empalme alternativo
de APRIL humana. Los animales no humanos como se describe en la presente descripcion pueden expresar una
variante de corte y empalme de la proteina APRIL humana que aparece en la Tabla 3.

Las células de los animales no humanos como se describen en la presente descripcion, pueden aislarse y usarse con
base a fines especificos, o pueden mantenerse en cultivo por muchas generaciones. Por ejemplo, las células de
animales no humanos como se describe en la presente descripcion pueden usarse en una variedad de ensayos
celulares conocidos en la técnica. Las células de un animal no humano como se describe en la presente descripcion
pueden inmortalizarse y mantenerse en cultivo indefinidamente (por ejemplo, en cultivos en serie).
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Las células y/o los animales no humanos como se describe en la presente descripcidn pueden usarse en un ensayo
de supervivencia y/o proliferacién (por ejemplo, con el empleo de células B o T) para seleccionar y desarrollar
productos terapéuticos candidatos que modulan APRIL humana. La supervivencia de células B autorreactivas
desempefia un papel importante en la patologia crénica de enfermedades autoinmunitarias, tales como, por ejemplo,
lupus eritematoso sistémico (SLE), por lo tanto, los moduladores de APRIL candidatos (por ejemplo, antagonistas)
pueden identificarse, caracterizarse y desarrollarse con el uso de células de animales no humanos como se describe
en la presente descripcion y/o un animal no humano como se describe en la presente descripcion. Las células y/o los
animales no humanos como se describe en la presente descripcion pueden usarse en un ensayo de supervivencia
para determinar la cantidad de células B plasmaticas especificas de antigeno en presencia y ausencia de APRIL.

Las células y/o los animales no humanos como se describe en la presente descripcidon pueden usarse en diversos
regimenes de inmunizacién para determinar las funciones mediadas por APRIL en la respuesta inmunitaria a un
antigeno. Los productos terapéuticos candidatos que se unen, o bloquean una o mas funciones de, APRIL humana
pueden caracterizarse en un animal no humano como se describe en la presente descripcion. Las mediciones
adecuadas incluyen diversos ensayos celulares, ensayos de proliferacion, analisis de inmunoglobulinas séricas (por
ejemplo, titulacion de anticuerpos), ensayos de citotoxicidad, caracterizacion de las interacciones entre ligando y
receptor (ensayos de inmunoprecipitacion). Los animales no humanos como se describe en la presente descripcion
pueden usarse para caracterizar las funciones mediadas por APRIL que regulan una respuesta inmunitaria a un
antigeno. El antigeno puede asociarse con una enfermedad o afeccién autoinmunitaria. El antigeno puede ser un
antigeno de prueba (por ejemplo, ovoalbumina u OVA). El antigeno puede ser una diana asociada con una enfermedad
o afeccidn que padecen uno o mas pacientes humanos que necesitan tratamiento.

Los animales no humanos como se describe en la presente descripcidon pueden usarse en ensayos del suero para
determinar los titulos de la produccion de autoanticuerpos contra ADN bicatenario (ADNbc) para evaluar los aspectos
farmacotoxicologicos de los productos terapéuticos candidatos que se dirigen a APRIL humana. La produccion de
autoanticuerpos contra ADN bicatenario (ADNbc) en los animales no humanos como se describe en la presente
descripcién puede ser el resultado de una o mas enfermedades o afecciones autoinmunitarias inducidas en el animal
no humano.

Las células y/o los animales no humanos como se describe en la presente descripcion pueden usarse para caracterizar
el repertorio y/o la especificidad de los anticuerpos generados en una respuesta inmunitaria al antigeno. La respuesta
inmunitaria puede caracterizarse por la generacion de autoanticuerpos que son especificos para uno o mas tejidos de
un animal no humano como se describe en la presente descripcion. El potencial terapéutico de compuestos o agentes
biolégicos para modular la regulacion dependiente de APRIL del repertorio de células B puede caracterizarse y/o
desarrollarse en un animal no humano como se describe en la presente descripcion.

Los animales no humanos como se describe en la presente descripcion pueden usarse para el reto con uno o mas
antigenos para determinar el potencial terapéutico de compuestos o agentes bioldgicos para modular la regulacién
dependiente de APRIL de una respuesta inmunitaria, que incluye pero no se limita a, las respuestas especificas
dependientes de células T y dependientes de células B a un antigeno determinado.

Los animales no humanos como se describe en la presente descripcion pueden usarse en experimentos de trasplante
o transferencia adoptiva para determinar el potencial terapéutico de compuestos o agentes bioldgicos para modular la
regulacion dependiente de APRIL de linfocitos nuevos y su funcion inmunolégica. Los animales no humanos como se
describe en la presente descripcion pueden trasplantarse con células B humanas.

Las células de los animales no humanos como se describe en la presente descripcién pueden usarse en ensayos de
células T para determinar el potencial terapéutico de compuestos o agentes bioldégicos para modular la regulaciéon
dependiente de APRIL de la respuesta y funcién dependientes de células T. Los ensayos de células T ilustrativos
incluyen, pero no se limitan a, ELISpot, tincién de citocinas intracelulares, restriccion del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC), ensayos de supresion viral, ensayos de citotoxicidad, ensayos de proliferacion y ensayos
de supresién de células T reguladoras.

Las células de los animales no humanos como se describe en la presente descripcién pueden usarse en ensayos de
crecimiento de células tumorales para determinar el potencial terapéutico de compuestos o agentes biolégicos para
modular la regulacién y/o la estimulacién del crecimiento de células tumorales dependiente de APRIL.

Una enfermedad o afecciéon autoinmunitaria puede inducirse en uno o0 mas animales no humanos como se describe
en la presente descripcidn para proporcionar un sistema in vivo para determinar el potencial terapéutico de compuestos
0 agentes biolégicos para modular la regulacion dependiente de APRIL de una o mas funciones de la enfermedad o
afeccion autoinmunitaria. La afeccidon autoinmunitaria puede ser una afeccién inflamatoria, por ejemplo, artritis (por
ejemplo, artritis inducida por colageno, CIA).

Los animales no humanos como se describe en la presente descripcidon proporcionan un sistema in vivo para el analisis

y la evaluacion de un farmaco o vacuna. Un farmaco o vacuna candidato puede suministrarse a uno o mas animales
no humanos como se describe en la presente descripcidn, seguido del control de los animales no humanos para
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determinar uno o mas de la respuesta inmunitaria al farmaco o vacuna, el perfil de seguridad del farmaco o vacuna, o
el efecto sobre una enfermedad o afeccion. Los métodos ilustrativos usados para determinar el perfil de seguridad
incluyen mediciones de toxicidad, concentracion de dosis 6ptima, eficacia del farmaco o vacuna, y posibles factores
de riesgo. Tales fdrmacos o vacunas pueden mejorarse y/o desarrollarse en tales animales no humanos.

Los animales no humanos como se describe en la presente descripcion pueden proporcionar un sistema in vivo
mejorado para el desarrollo y caracterizacidon de productos terapéuticos candidatos para usar en cancer. Los animales
no humanos como se describe en la presente descripcion pueden implantarse con un tumor, seguido de la
administracion de un producto terapéutico candidato. El tumor puede dejarse durante el tiempo suficiente para su
establecimiento en uno o mas sitios dentro del animal no humano. La proliferacién, crecimiento, etcétera, de células
tumorales puede medirse antes y después de la administracion del producto terapéutico candidato. La citotoxicidad
de los productos terapéuticos candidatos puede medirse ademas en el animal no humano segun convenga.

Los animales no humanos como se describe en la presente descripcion proporcionan un sistema in vivo mejorado
para dilucidar los mecanismos de interaccion célula a célula humana a través de transferencia adoptiva. Los animales
no humanos como se describe en la presente descripcion pueden implantarse con un xenoinjerto de tumor, seguido
de un segundo implante de linfocitos infiltrantes de tumor en los animales no humanos mediante transferencia adoptiva
para determinar la eficacia en la erradicacion de tumores soélidos u otras enfermedades malignas. Tales experimentos
pueden realizarse con células humanas (por ejemplo, linfomas de células B) debido a la presencia exclusiva de APRIL
humana sin competencia con APRIL endégena 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 como se describe en la presente descripcion proporcionan un sistema in vivo mejorado
para el mantenimiento y desarrollo de células madre hematopoyéticas humanas a través del injerto. Los animales no
humanos como se describe en la presente descripcion pueden proporcionar un mejor desarrollo y mantenimiento de
las células madre humanas dentro del animal no humano. Puede observarse un aumento de las poblaciones de células
B y T humanas diferenciadas en la sangre, la médula 6sea, el bazo y el timo del animal no humano. Los animales no
humanos como se describe en la presente descripcién pueden proporcionar un aumento en el nivel de injerto de
células madre hematopoyéticas humanas en comparacion con animales no humanos que expresan APRIL tanto
enddgena no humana como heterdloga (por ejemplo, humana).

Los animales no humanos como se describe en la presente descripcion proporcionan un sistema in vivo mejorado
para el mantenimiento y desarrollo de células B humanas (por ejemplo, de donantes humanos) a través del injerto.
Los animales no humanos como se describe en la presente descripcién pueden proporcionar un mejor desarrollo y
mantenimiento de las células B humanas dentro del animal no humano. Puede observarse un aumento de las
poblaciones de células B humanas diferenciadas posterior a la inmunizacién en uno o mas de la sangre, la médula
Osea, el bazo o un ganglio linfatico del animal no humano. Los animales no humanos como se describe en la presente
descripcién pueden proporcionar un aumento en el nivel de injerto de células B humanas en comparacion con animales
no humanos que expresan April endégena no humana.

EJEMPLOS

Los siguientes ejemplos se proporcionan para describir a los expertos en la materia como producir y usar métodos y
composiciones de la invencion, 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 cercana a ella.

Ejemplo 1. Humanizacién de un gen de ligando inductor de la proliferacion (APRroliferation-Inducing Ligand, April)
enddgeno no humano

Este ejemplo ilustra métodos ilustrativos para humanizar un gen endégeno que codifica el ligando inductor de la
proliferacion (A PRoliferation-Inducing Ligand, April) en un animal no humano tal como un roedor (por ejemplo, un
raton). Se conoce que el APRIL humano existe en varias formas variantes (o alélicas). Los métodos descritos en este
ejemplo pueden emplearse para humanizar un gen April endégeno de un animal no humano con el uso de cualquier
variante (o alelo) humana(o), o combinacion de variantes humanas (o alelos o fragmentos de estos) segun convenga.
En este ejemplo, un gen APRIL humano que aparece en el ensamblaje de genoma humano (GRCh37) se emplea para
humanizar un gen April endégeno de un ratén.

Un vector de transformacion para la humanizacion de una regién extracelular de un gen April se construyé con el uso
de recombinacién homdloga en bacterias y tecnologia VELOCIGENE® (ver, por ejemplo, la patente U.S. 6,586,251 y
Valenzuela y otros, High-throughput engineering of the mouse genome coupled with high-resolution expression
analysis, 2003, Nature Biotech. 21(6):652-659). Un proceso ilustrativo para la humanizacion de un gen April endégeno
de un ratén se expone en la Figura 2A y la 2B.

Brevemente, un fragmento de ADN de ~2293 pb que contiene los exones 2 a 6 de un gen APRIL humano se produjo

24



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2703 549 T3

mediante sintesis de ADN de novo (Blue Heron Biotech). Un polienlazador unico, que contenia los sitios de
reconocimiento de restriccion AsiSI, Agel, y Mlul, se usé para modificar el extremo 3' de la secuencia del gen APRIL
humano. El fragmento de ADN incluia ademas secuencias de raton flanqueantes en 5' y 3' correspondientes al intron
1y la 3" UTR de un gen April de raton, respectivamente. Por separado, un casete de neomicina autoeliminable
flanqueado por sitios de reconocimiento de recombinasa (por ejemplo, LoxP; ver las patentes U.S. 8,354,389 y U.S.
8,518,392) de un plasmido pFHa0019 se modificé de modo que contenia sitios de restriccion AsiSl y Mlul Unicos en
los extremos 5' y 3' del casete, respectivamente. El fragmento de ADN que contiene los exones 2 a 6 de un gen APRIL
humano flanqueados por las secuencias del gen April de raton y el casete de neomicina autoeliminable se digirieron
por separado con AsiSI y Mlul para producir fragmentos cohesivos compatibles. Los fragmentos se ligaron entre si
para insertar el casete autoeliminable entre el exén 6 de APRIL humano y la secuencia de raton flanqueante en 3' que
contiene parte de la 3' UTR de un gen April de ratén. Los clones bacterianos positivos se seleccionaron con ampicilina
(del vector pUC) y neomicina (SDC). Los fragmentos ligados correctamente se confirmaron por PCR y mapeo de
restriccion.

Por separado, un clon de BAC de ratén BMQ-223f24 (Invitrogen) se modificd especificamente para insertar el
fragmento de ADN modificado que contiene los exones 2 a 6 de un gen APRIL humano descrito anteriormente por
recombinacion homologa en células bacterianas. El fragmento de ADN que contiene los exones 2 a 6 de un gen APRIL
humano se linealizé por digestion con Hindlll. El fragmento linealizado se usé después para reemplazar la secuencia
de ratéon correspondiente en el clon de BAC BMQ-223f24 por recombinacion homologa en células bacterianas. Los
clones positivos que contienen una delecién de ~1776 pb de los exones 2 a 6 de April de raton se seleccionaron con
el uso de cloranfenicol y neomicina. El vector de transformacion final contenia, de 5' a 3', la secuencia genémica de
ratdon que incluye un gen Tweak (Tnfsf12) de ratén y la secuencia 5' de un gen April de raton, un exén 1 de April de
raton, ~100 pb del intrén 1 de un gen April de raton, ~202 pb del intréon 1 de un gen APRIL humano, los exones 2 a 6
de un gen APRIL humano, ~126 pb de la secuencia humana 3' del exén 6 de un gen APRIL humano, un casete de
neomicina autoeliminable flanqueado por sitios de reconocimiento de recombinasa LoxP, la secuencia gendémica de
raton que incluye la 3' UTR de un gen April de raton que incluye ~83 pb 3' del coddn de terminacion que aparece en
un gen April de ratén, la secuencia genémica de ratén que incluye ~350 pb corriente abajo de un gen April de raton y
corriente arriba de un gen Senp3 de raton, y un gen Senp3 de ratén.

El vector de transformacion final se usé para electroporar células madre embrionarias de raton (ES)BALB-Rag2’
IL2Ryc’(DKO) para crear células ES modificadas que comprenden un gen April en un locus April enddgeno que se
encuentra humanizado desde aproximadamente la mitad del intrén 1 de un gen April de ratén (~100 pb 3' del sitio
donante de corte y empalme) hasta aproximadamente 100 pb 3' del sitio de poliadenilacién de un gen APRIL humano
que se insertd en aproximadamente la mitad de la 3' UTR de un gen April de ratén (Figura 2B). Las células ES
transformadas positivamente que contienen un gen April humanizado se identificaron mediante un ensayo (Valenzuela
y otros, mas arriba) que detecto la presencia de la secuencia del gen APRIL humano y confirmé la pérdida de las
secuencias de April de raton. La Tabla 4 expone los cebadores y sondas que se usaron para confirmar la humanizacién
de un gen April endégeno como se describié anteriormente. hAPRIL: APRIL humano; mApril: April de ratén.

Los clones positivos de células ES se usaron después para el implante en ratones hembras con el uso del método
VELOCIMOUSE® (ver, por ejemplo, la patente U.S. 7,294,754 y Poueymirou y otros, FO generation mice that are
essentially fully derived from the donor gene-targeted ES cells allowing immediate phenotypic analyses, 2007, Nature
Biotech. 25(1):91-99) para generar una camada de crias que contienen una insercion de los exones 2 a 6 de un gen
APRIL humano en un gen April endégeno de un ratdn. Los ratones que tienen la humanizacién de los exones 2 a 6 de
un gen de April endégeno se volvieron a confirmar e identificar mediante la genotipificacion del ADN aislado a partir
de fragmentos de la cola con el uso de una modificaciéon del ensayo de alelos (Valenzuela y otros, mas arriba) que
detecto la presencia de las secuencias del gen APRIL humano. Las crias se genotipifican y las cohortes de animales
heterocigotos para la construccion del gen April humanizado se seleccionan para su caracterizacion.

Alternativamente, la humanizacion de una regién extracelular de un gen April puede realizarse mediante modificacion
directa de clones de BAC por recombinacion homéloga sin sintesis de ADN de novo como se describié anteriormente.
Para este método, un gen APRIL humano que aparece en el clon de BAC humano CTD-212608 puede emplearse
para humanizar un gen April enddégeno de un raton.

Brevemente, un clon de BAC humano CTD-212608 (Invitrogen) se modifico para eliminar una regién 3' del gen APRIL
humano que incluia un gen SENP3 humano que comenzaba a aproximadamente 350 pb 3' del gen APRIL humano.
La modificacion se realiza por recombinacion homodloga en células bacterianas con el uso de un vector de
transformacion linealizado (por ejemplo, pFHa0019) que contiene un casete de neomicina autoeliminable flanqueado
por sitios de reconocimiento de recombinasa (por ejemplo, LoxP; ver las patentes US 8,354,389 y US 8,518,392) y un
sitio de restriccion AsiSI Unico posicionado en el 3' del casete. El brazo de homologia en 5' del vector de transformacion
incluye la secuencia gendmica que se ubica entre los genes APRIL y SENP3 humanos del clon de BAC humano. El
brazo de homologia en 3' del vector de transformacion incluye la secuencia de la cadena principal del vector BAC. El
clon de BAC humano modificado que resulta de la recombinacion homdloga con el vector de transformacion se expone
en la Figura 3A. Las colonias bacterianas con resistencia doble a cloranfenicol/neomicina se seleccionan y se cultivan
para la preparacion del ADN de BAC modificado que contiene una delecion de un gen SENP3 humano. Los clones de
BAC modificados correctamente se confirman por PCR y secuenciacion.
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Se manera similar, el clon de BAC humano CTD-212608 modificado (descrito anteriormente) se modifica en un
segunda etapa para eliminar un gen TWEAK humano en 5' contenido en el clon de BAC humano. El vector de
transformacion se construye de modo que incluya un brazo de homologia en 5' que contiene la secuencia del vector
BAC corriente arriba de un marcador de seleccion en la cadena principal del vector BAC (por ejemplo, cloranfenicol).
Esto permite la seleccion facil de los clones de BAC resultantes con transformacion doble por pérdida de la resistencia
proporcionada por el marcador de seleccion de la cadena principal del vector BAC (por ejemplo, cloranfenicol) y
ganancia de la resistencia del marcador de seleccion diferente en el vector de transformacion. Un marcador de
seleccion ilustrativo empleado en la presente descripcion es espectinomicina. El vector de transformacion se modifica
con un brazo de homologia en 3' que contiene un sitio de restricciéon unico (por ejemplo, I-Ceul) y la secuencia de ADN
genoémico humano correspondiente al intron 1 de un gen APRIL humano. Un vector de transformacion, representado
como pSVi0029 en la Figura 3A, se emplea en la recombinacién homologa en células bacterianas para crear un clon
de BAC humano con transformacion doble que contiene deleciones de un gen TWEAK humano, el exén 1 de un gen
APRIL humano, y un gen SENP3 humano. Las células bacterianas resultantes que contienen el clon de BAC humano
con transformacién doble adecuada son resistentes a espectinomicina/neomicina. El vector de transformacion final
con APRIL humano contiene, de 5' a 3', un casete de espectinomicina, un sitio I-Ceul, ~202 pb del intrén 1 de un gen
APRIL humano, los exones 2 a 6 de un gen APRIL humano, ~126 pb de la secuencia humana 3' del ex6n 6 de un gen
APRIL humano, un casete de neomicina autoeliminable flanqueado por sitios de reconocimiento de recombinasa LoxP,
y un sitio AsiSI.

Por separado, un clon de BAC de ratén BMQ-223f24 (Invitrogen) se modifica especificamente para eliminar la
secuencia genémica de raton que contiene los exones 2 a 6 de un gen April de ratén por recombinacion homaéloga en
células bacterianas. Un vector de transformacion ilustrativo puede incluir un casete de seleccién que es diferente (por
ejemplo, higromicina) al marcador de seleccién presente en el clon de BAC (por ejemplo, cloranfenicol). El vector de
transformacion que contiene, por ejemplo, un casete de higromicina se modifica de modo que se afiadan brazos de
homologia en 5'y 3' que contienen la secuencia gendmica de raton correspondiente al intron 1 de raton y la secuencia
que incluye la 3' UTR de un gen April de ratdn que incluye ~83 pb 3' del coddn de terminacion que aparece en un gen
April de ratén, respectivamente. El vector de transformacion se modifica ademas de modo que contenga sitios de
restriccion unicos (por ejemplo, I-Ceul y AsiSl) en los extremos 5' y 3' del casete de seleccion. Un vector de
transformacion ilustrativo que tiene las caracteristicas descritas anteriormente, pNTu0002, se expone en la Figura 3B.
El vector de transformacion linealizado se usa después para reemplazar la secuencia de raton correspondiente en el
clon de BAC BMQ-223f24 por recombinacion homologa en células bacterianas. Los clones positivos que contienen
una delecién de ~1776 pb de los exones 2 a 6 de April de ratdn se seleccionan con el uso de cloranfenicol e
higromicina.

El vector de transformacion con APRIL humano y el clon de BAC de ratén BMQ-223f24 modificado que contiene una
delecioén de los exones 2 a 6 de April de raton se digieren por separado con I-Ceul y AsiSI para producir fragmentos
cohesivos compatibles (Figura 3B). El vector de transformacion final para humanizar un gen April de raton, producido
por ligacién de los fragmentos de restriccion compatibles, contiene, de 5' a 3', contiene, de 5' a 3', la secuencia
gendmica de ratén que incluye un gen Tweak (Tnfsf12) de raton y la secuencia 5' de un gen April de ratdn, un exén 1
de April de raton, ~100 pb del intron 1 de un gen April de raton, ~202 pb del intron 1 de un gen APRIL humano, los
exones 2 a 6 de un gen APRIL humano, ~126 pb de la secuencia humana 3' del exén 6 de un gen APRIL humano, un
casete de neomicina autoeliminable flanqueado por sitios de reconocimiento de recombinasa LoxP, secuencia
gendmica de raton que incluye la 3' UTR de un gen April de ratén que incluye ~83 pb 3' del codén de terminacion que
aparece en un gen April de ratén, la secuencia genémica de ratén que incluye ~350 pb corriente abajo de un gen April
de raton y corriente arriba de un gen Senp3 de ratén, y un gen Senp3 de ratén.

El vector de transformacion final con APRIL humanizado se usa para electroporar células madre embrionarias (ES) de
raton BALB-Rag2”IL2Ryc’- (DKO) para crear células ES modificadas que comprenden un gen April que se encuentra
humanizado desde aproximadamente la mitad del intron 1 de un gen April de raton (~100 pb 3' del sitio donante de
corte y empalme) hasta aproximadamente 100 pb 3' del sitio de poliadenilacion de un gen APRIL humano que se
inserta en aproximadamente la mitad de la 3' UTR de un gen April de ratén (Figura 3B). Las células ES transformadas
positivamente que contienen un gen April humanizado se identifican mediante un ensayo (Valenzuela y otros, mas
arriba) que detecta la presencia de la secuencia del gen APRIL humano y confirma la pérdida de las secuencias del
gen April de raton. La Tabla 4 expone los cebadores y sondas que se usan para confirmar la humanizacion de un gen
April endégeno como se describié anteriormente. hAPRIL: APRIL humano; mApril: April de ratén.

Los clones positivos de células ES pueden usarse para el implante en ratones hembras con el uso del método
VELOCIMOUSE® (ver, por ejemplo, la patente U.S. 7,294,754 y Poueymirou y otros, FO generation mice that are
essentially fully derived from the donor gene-targeted ES cells allowing immediate phenotypic analyses, 2007, Nature
Biotech. 25(1):91-99) para generar una camada de crias que contienen una insercion de los exones 2 a 6 de un gen
APRIL humano en un gen April endégeno de un ratdn. Los ratones que portan la humanizacion de los exones 2 a 6
de un gen April endégeno se identifican mediante genotipificacion del ADN aislado a partir de fragmentos de la cola
con el uso de un ensayo de modificacion de alelos (Valenzuela y otros, mas arriba) que detecta la presencia de las
secuencias del gen APRIL humano. Las crias se genotipifican y las cohortes de animales heterocigotos para la
construccioén del gen April humanizado se seleccionan para su caracterizacion.
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Tabla 4

Nombre | Localizacion Cebador | Secuencia (5'-3)

Directo | GAGGCCCAGGGAGACATTG La sec. con nim. de
mApril-1 | mApril exén 4 -
La sec. con num. de

Inverso |GCAGGCTCAGGGCTTATCTG . )
ident.: 14

La sec. con num. de

Sonda |CGAGTCTGGGACACTGGAATTTATCTGC ident.: 15

sec. con num. de

Directo |AACTTGCTCCATCCCTTACATC . .
ident.: 16

sec. con num. de

mApril-2 | mApril intrén 5 Inverso |GCTTGAGAGTTGGTTCCTTCCTTT ident.: 17

sec. con num. de

Sonda TCACCTCCTGGGTTTGATTCCGA ) .
ident.: 18

sec. con num. de

Directo |CCTGCACCTGGTTCCCATT ; .
ident.: 19

hAPRIL- | APRIL ex6n 3 |Inverso | AGCCCGAGTTCCTGGTTATTGC sec. con num. de
1a ident.: 20
Sonda | AACGCCACCTCCAAGGGTGA sec. oo num.  de

Directo | AGGAGCCTCGGGTGTATCGTA sec. oon ndm. de

hAPRIL- ThAPRIL exdn 6,1 oo | GCAGGGCTTGATCAGAAAGAAGAG sec. con num. de
2a 3'UTR ident.: 23
sec. con num. de

Sonda CCCTGGTGTTGGTGTTGCCTCA . .
ident.: 24

Ejemplo 2. Expresion de ligando inductor de la proliferacion (A PRoliferation-Inducing Ligand, APRIL) humanizado en
animales no humanos

Este ejemplo ilustra la expresion caracteristica de un gen April humanizado en las células de un animal no humano
como se describio en el Ejemplo 1. El gen April humanizado codifica un polipéptido April que comprende la porcién
extracelular de una proteina APRIL humana unida a la porcién intracelular de una proteina APRIL no humana. En este
ejemplo, los transcritos de ARNm que comprenden el exén 1 de un gen April de ratdon y los exones 2 a 6 de un gen
APRIL humano se confirmaron por reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR) con el
uso de cebadores ubicados en las secuencias de los exones humanos y de raton del gen April humanizado.

Brevemente, las suspensiones de células de médula ésea y bazos aislados de ratones de tipo silvestre (WT) y ratones
heterocigotos para un gen April humanizado se prepararon con el uso de métodos estandar. La médula 6sea se
recolecté de los fémures mediante lavado con medio RPMI completo complementado con suero fetal de ternero,
piruvato de sodio, HEPES, 2-mercaptoetanol, amino4cidos no esenciales, y gentamicina. Los bazos se perfundieron
con Colagenasa D (Roche Bioscience) y los eritrocitos de las preparaciones de bazos y médula ésea se lisaron con
un tampén de lisis a base de cloruro de amonio (por ejemplo, tampén de lisis ACK), seguido de lavado con medio
RPMI completo. El ARN se extrajo de las preparaciones de bazos y médula ésea con el uso de TRIzol™ (Invitrogen)
o Qiagen RNeasy™ Mini Kit (Qiagen) y se cebaron con cebadores especificos para el exén 1 de April de ratén (mF1;
AGTCAGAGAG CCAGCCCTT,; sec. con num. de ident.: 25) y el exén 5 de APRIL humano (hR3; ACATCGGAAT
AGAGTCTCCT GC; sec. con num. de ident.: 26) con el uso del sistema de RT-PCR Superscript™ Il One-Step
(Invitrogen). Se analizaron alicuotas (5 - 10 pl) de cada reaccion por electroforesis en agarosa (Figura 4). El producto
de amplificacion predicho con el uso de los cebadores mF1 y hR3 era de 526 pb. Los productos de reaccion se
purificaron a partir del gel y se confirmaron por secuenciacion.

Como se muestra en la Figura 4, la expresion de los transcritos que codifican un polipéptido April que comprende la
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porcién extracelular de una proteina APRIL humana unida a la porcién intracelular de una proteina April no humana
se detectd claramente en el bazo y la médula ésea de ratones heterocigotos.

Equivalentes

Habiendo descrito asi diversos aspectos de al menos una modalidad de esta invencidn, 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 y estan destinadas a estar dentro del
alcance de la invencién. En consecuencia, la descripcién y figuras anteriores son solo a manera de ejemplo y la
invencién se describe en detalle en las reivindicaciones que siguen.

El uso de términos ordinales tales como "primero", "segundo", "tercero", etcétera, en las reivindicaciones para modificar
un elemento de reivindicacion no connota por si mismo una prioridad, precedencia, u orden de un elemento de
reivindicacion sobre otro o el orden temporal en el que se realizaron los actos de un método, sino que se usan
simplemente como marcadores para distinguir un elemento de reivindicacion con un nombre determinado de otro
elemento con 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 y en las reivindicaciones
incluyen los referentes plurales, a menos que se indique claramente lo contrario. Las reivindicaciones o descripciones
que incluyen "o" entre uno o mas miembros de un grupo se consideran satisfechos si uno, mas de uno, o todos los
miembros del grupo estan presentes, se emplean, o son relevantes de cualquier otra manera en un determinado
producto o proceso a menos que se indique lo contrario o sea evidente de cualquier otra manera a partir del contexto.
La invencién incluye modalidades en las que exactamente un miembro del grupo esta presente, se emplea, o es
relevante de cualquier otra manera en un determinado producto o proceso. La invencion incluye, ademas, 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 determinado producto o proceso. Ademas, debe entenderse que la invencién 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 enumeradas se introducen en otra reivindicacion
dependiente de la misma reivindicacién base (o, segun sea relevante, cualquier otra reivindicaciéon) a menos que se
indique de cualquier otra manera o a menos que sea evidente para un experto en la técnica que surja una contradiccion
o inconsistencia. Cuando los elementos se presentan como listas, (por ejemplo, en un grupo Markush o formato similar)
debe entenderse que cada subgrupo de los elementos también se describe, y cualquier elemento(s) puede eliminarse
del grupo. Debe entenderse que, en general, cuando la invencién, o aspectos de la invencion, se denomina(n) como
que comprenden elementos, caracteristicas particulares, etcétera, determinadas modalidades de la invenciéon o
aspectos de la invencién consisten, o consisten esencialmente en, tales elementos, caracteristicas, etcétera. Con fines
de simplicidad esas modalidades no se han expuesto especificamente de manera detallada en todos los casos en la
presente descripcion. Debe entenderse, ademas, que ninguna modalidad o aspecto de la invencion puede excluirse
explicitamente de las reivindicaciones, independientemente de si la exclusién especifica se menciona en la
descripcion.

Los expertos en la técnica apreciaran estandares de desviaciéon o error tipicos atribuibles a valores obtenidos en
ensayos u otros procesos descritos en la presente descripcion.

Listado de secuencias
<110> Regeneron Pharmaceuticals, Inc. McWhirter, John Gurer, Cagan Macdonald, Lynn Murphy, Andrew J.

<120> ANIMALES NO HUMANOS QUE TIENEN UN GEN DE UN LIGANDO INDUCTOR DE LA PROLIFERACION
HUMANIZADO

<130> 31016 (6825)

<150> 61/905,986
<151>2013-11-19

<160> 26

<170> Patentln version 3.5
<210> 1

<211> 1676

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 1
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<210> 2
<211> 240

gaaggctgge
aaattctcct
caagggggac
ctcecettgeg
tacctcttgg
agcctcatct
ttggttgagt
acagacagag
ttcccagaag
ggaagcctgg
caagaagaag
cgtgacagag
agacattgta
tgatgtgact
tctattcega
cagtgcaggt
aaacgcaaaa
gttataaagg
gtcaagaaca
tcccactate
tcccacacag
agccttgtcec
gactatggtc
aacaagaagc
aaaaagatat
cacttccgag
cgatgagttc

tggtgagacc

<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 2

cgcteccttet
gaggctaggg
taatagtacc
taacccgcete
ccacctcact
ccaggccaca
tggggggcag
ctgcaaagcce
cagggagagc
aaggatgggg
cactcagtcc
gtgatgtgge
cgagtctggg
ttcacaatgg
tgtatcagaa
gtctttcatt
cttagcettt
gggtggggat
gctctccecatg
tgggctttga
ccccaaattce
actggaatgce
tctgectaggg
ccggcectttea
atgttaggtg
ctgggcactg
gaggccaact

ctgtctcaaa

ES 2703 549 T3

gggtgtcacg
gggaaggagt
ctagcttgat
ttcecttetg
tctgagacca
tggggggctc
ttctggggge
taaggcggga
gcccatggea
cgaaatctcg
tgcatcttgt
aaccagtact
acactggaat
gtcaggtggt
gtatgcctte
tacatcaagg
ctcecgeatgg
ttcececattece
getttgecett
ctccatggat
ttttgttgtg
atccagaaca
aaaaccttat
gtatttcacc
cctcgatatg
agctttacge
tggtctaaat

caaactaaca

gctgecectgt
gtcagagtgt
ttcttectat
tgcectttgee
cagctgttgg
agtcagagag
tgtgacttgt
ggtgagccgg
gagcctcetgg
gagaaggaga
tccagttaac
taggcgtggg
ttatctgcte
atctcgggaa
tgatcctgac
ggatattatc
aacattcctg
aaaaactggc
gactgttgtt
attaaaaaag
tgtgcgaagg
gcagcaccat
ccaactcttce
tattgcgtcce
catgccattce
cttaaatcac
agtgagttcc

aacaaataaa

29

ccttectaga
cactagctcg
tctcaagttc
tgtattccca
cagggtccct
ccagceccettt
gctgtegeac
ctgcagcgga
gagcagagtc
gcagtactca
attacctcca
agaggcctgg
tatagtcagg
ggacaaggga
cgtgcctaca
actgtcaaaa
gggtttgtga
tagacaaagg
cctcectttg
tagaatattt
gggttttgceg
ctagcggcag
aagtaccctce
aaattcttgt
atcctcccca
agtactcggg
aggccaccca

cgaaaggctce

taatggcacc
accctgggga
ctttttattt
cccteectge
agctcatgcc
cggttgetet
tactgatcca
gtggagggcc
ctgatgtcct
cccagaagca
aggactctga
aggcccaggg
tcctgtttca
gaagagaaac
atagctgcta
ttcecacggge
aactatgatt
acaaggaacg
ccttteeege
tgtgtttatce
cactgtgcca
gttgaggaaa
tgcttcaatt
tactatctag
ttctectata
aggcagatct
ggggttacaa

tccacg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1676
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Met

Ala

Val

Leu

Lys

65

Val

Val

Pro

Gln

Val
145

Phe

Gln

Asp

Leu

Lys
225

<210>3

<211> 408

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 3

Pro

Leu

Thr

Arg

Gln

Leu

Leu

Val

Pro
130

Arg

His

Gly

Pro

His

210

Leu

Ala

Ser

Cys

35

Arg

Gly

Glu

Thr

Asn

115

val

val

Asp

Asp
195

Gln

Ser

Ser

Val

20

Ala

Glu

Glu

Ala

Gln

100

Ile

Leu

Trp

Val

Arg

180

Arg

Gly

Leu

Ser

Ala

Val

Val

Arg

Trp

85

Lys

Thr

Arg

Asp

Thr

165

Glu

Ala

Asp

Ser
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Pro

Leu

Ala

Ser

Pro

70

Lys

His

Ser

Arg

Thr

150

Phe

Thr

Tyr

Ile

Pro
230

Gly

Trp

Leu

Arg

Trp

Asp

Lys

Lys

Gly
135

Gly

Thr

Leu

Asn

Ile

215

His

His

Leu

Leu

40

Leu

Gln

Gly

Lys

Asp

120

Arg

Ile

Met

Phe

Ser

200

Thr

Gly

Met

Ser

Ile

Gln

Ser

Ala

Lys

105

Ser

Gly

Tyr

Gly

Arg

185

Cys

vVal

Thr

30

Gly

10

Trp

Gln

Arg

Leu

Lys

90

His

Asp

Leu

Leu

Gln

170

Cys

Tyr

Lys

Phe

Gly

Gly

Gln

Ser

Trp

75

Ser

Ser

Vval

Glu

Leu

155

Val

Ile

Ser

Ile

Leu
235

Ser

Ala

Thr

Gly

Glu

Arg

Val

Thr

Ala
140

Tyr

Val

Arg

Ala

Pro

220

Gly

val

Val

Glu

45

Gly

Gln

Arg

Leu

Glu

125

Gln

Ser

Ser

Ser

Gly

205

Arg

Phe

Arg

Leu

Leu

Pro

Ser

Arg

His

110

Val

Gly

Gln

Arg

Met

190

Vval

Ala

Val

Glu

15

Gly

Gln

Ser

Pro

Arg

95

Leu

Met

Asp

Val

Glu

175

Pro

Phe

Asn

Lys

Pro

Ala

Ser

Gln

Asp

80

Ala

Val

Trp

Ile

Leu

160

Gly

Ser

His

Ala

Leu
240
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Met

Gly

Ala

Thr

Arg

Val

Lys

val

Ala

Thr

Cys

Leu

50

Arg

Val

Gly

His

Ala

Ala

Leu

35

Ser

Glu

Pro

Arg

Pro
115

Arg

Leu

20

Gly

Ala

Pro

Phe

Lys

100

Arg

Arg

Leu

Leu

Gln

Pro

Leu

Ala

Pro

ES 2703 549 T3

Ser

Ala

Leu

Glu

Glu

70

Glu

Arg

Gly

Gln

Pro

Leu

Pro

55

Leu

Gln

Pro

Gln

Arg

Leu

val

40

Ser

Asn

Leu

Arg

Asp
120

Arg

val

25

vVal

Gln

Pro

vVal

Arg

105

Gly

31

Arg

10

Leu

val

Glu

Gln

Arg

Ala

Ala

Gly

Ser

Ser

Glu

Thr

75

Pro

Ile

Gln

Arg

Leu

Leu

Leu

60

Glu

Arg

Ala

Ala

Arg

Gly

Gly

45

Thr

Glu

Arg

Ala

Gly
125

Gly

Leu

Ser

Ala

Ser

Ser

His

110

val

Glu

15

Ala

Trp

Glu

Gln

Ala

95

Tyr

Asp

Pro

Leu

Ala

Asp

Asp

Pro

Glu

Gly
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Thr Val Ser Gly Trp
130

Arg Tyr Asp Arg Gln
145

Tyr Tyr Leu Tyr Cys
165

Leu Lys Leu Asp Leu
180

Glu Glu Phe Ser Ala
195

Leu Cys Gln Thr Glu
210

Gln Arg Ser Gly Gly
225

Ser Leu Trp Glu Gln
245

Ala Lys Ser Arg Arg
260

Lys His Ser Val Leu
275

Ser Asp Val Thr Glu
290

Gly Leu Glu Ala Gln
305

Tyr Leu Leu Tyr Ser
325

Gly Gln Val Val Ser
340

Arg Cys Ile Arg Ser
355

Cys Tyr Ser Ala Gly
370

Val Lys Ile Pro Arg
385

Thr Phe Leu Gly Phe
405

ES 2703 549 T3

Glu

Ile

150

Gln

Leu

Thr

Leu

Pro

230

Ser

Arg

His

Val

Gly

310

Gln

Arg

Met

val

Glu

135

Gly

Val

Val

Ala

Gln

215

Ser

Pro

Arg

Leu

Met

295

Asp

Val

Glu

Pro

Phe
375

Ala Asn

390

Vval

Lys

Thr

Glu

His

Asn

Ala

200

Ser

Gln

Asp

Ala

Val

280

Trp

Ile

Leu

Gly

Ser

360

His

Ala

Leu

Lys

Phe

Phe

Gly

185

Ser

Leu

Lys

Val

val

265

Pro

Gln

Val

Phe

Gln

345

Asp

Leu

Lys

32

Ile

Thr

Asp

170

val

Ser

Arg

Gln

Leu

250

Leu

val

Pro

Arg

His

330

Gly

Pro

His

Leu

Asn

Val

155

Glu

Leu

Pro

Arg

Gly

235

Glu

Thr

Asn

Val

Val

315

Asp

Arg

Asp

Gln

Ser

140

Ile

Gly

Ala

Gly

Glu

220

Glu

Ala

Gln

Ile

Leu

300

Trp

val

Arg

Arg

Ser Ser Pro

Arg Ala Gly

Lys Ala Val
175

Leu Arg Cys
190

Pro Gln Leu
205

Val Ser Arg

Arg Pro Trp

Trp Lys Asp
255

Lys His Lys
270

Thr Ser Lys
285

Arg Arg Gly

Asp Thr Gly

Thr Phe Thr
335

Glu Thr Leu
350

Ala Tyr Asn
365

Leu

Leu

160

Tyr

Leu

Arg

Leu

Gln

240

Gly

Lys

Asp

Arg

Ile

320

Met

Phe

Ser

Gly Asp Ile Ile Thr

380

Ser Leu Ser Pro His Gly

395

400



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<210> 4

<211> 2293
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 4

ccggaaccct
ttgtctette
gccaatttca
ccccagaact
cceccteettt
tgaccccgag
tectgetect
gceccecagggt
ctagagggac
cgctggecece
ccctectttt
ctgcaccact
ccacagctgt
caaagggcct
ctggttgagt
acaaacagag
ctcccagaat
ggaagcctgg
gaagaagcag
cgatgtgaca
aggatatggt
tcaagacgtg
gactctattc

ctatagcgca

gtgtgctggg
gtccagagee
gcacagggag
cagccagttt
cccacctteca
ggtcttccac
ggcacaatgce
tcctgegeac
tggaacctaa
acgacggagt
tattttcaag
gcecegtaccee
tggcagggte
ccaggcaaca
tggggggcag
ctgcagagce
ggggaagggt
gagaatgggg
cactctgtce
gaggtgatgt
gtccgaatce
actttcacca
cgatgtataa

ggtgtcttce

ES 2703 549 T3

gaggaatccc
ttatgtaaga
tagtgcaggce
cttgetteeg
gtcacccecta
cctegeectg
cctctageca
tgcectgttece
ttectectgag
gccaggagcea
ttcecttttta
ttaccegecece
cccagcectcat
tggggggccc
ctctggggge
tcaggagaga
atccetggea
agagatcccg
tgcacctggt
ggcaaccagc
aggatgctgg
tgggtcaggt
gaagtatgcc

atttacacca

gcagtggccg
gctttteteg
cttattccaa
tgceccetggt
gtgaactgcece
accctggaca
gccaacctte
tcectgggtgt
gctgagggag
ctaacagtac
tttcteecttg
cgccacctee
gccagcectceca
agtcagagag
cgtggettgt
ggtgagecegg
gagtctcecceg
gaaaaggaga
tcccattaac
tcttaggegt
agtttatctg
ggtgtctcga
ctceccacceeg

aggggatatt

33

gggggcttga
ggaaacagga
cacacccggce
tctectecce
ccagcgatcet
ctgcccaget
cctcccccaa
cactggcagce
ggtggagggt
ccttagettg
cgtaacaacc
ttgctaccecce
tctecetttet
ccggcactcet
gccatggetce
ctgcagggga
gagcagagtt
gcagtgctca
gccacctcca
gggagaggcce
ctgtatagcce
gaaggccaag
gaccgggcect

ctgagtgtca

ggccgcetget
agtecctgett
ccagccttaa
atcgagcceca
ctgetgtget
tggcccececca
ccctggggece
cctgtectte
ctcaaggcaa
ctttectect
ttctteecctt
actcttgaaa
tgctagecece
cagttgccect
tgctgaccca
caggaggccce
ccgatgcecect
cccaaaaaca
aggatgactc
tacaggccca
aggtcctgtt
gaaggcagga
acaacagctg

taattccceg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440
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<210>5

ggcaagggcg
attgtgttat
gccaagagcect
ttggctccce
gatatcttgce
gggggacggg
agcaccacca
gcegecctet
ctgecctette
agtttccatc
acgatgacgg
gctccattge
aggagcctcg
ctttctgatc

aaaaaaaaaa

<211> 250
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 5

Met

Asn

Leu

Leu

Leu

Gln

Gly

aaacttaacc
aaaaagtggc
gagtatataa
gttcctcact
ttctgttcecec
cgccaggcat
tectageggee
gctagggaaa
accccacaag
actatctcca
tgccttegea
cccggegtgg
ggtgtatcgt
aagccctgcet

aaa

Pro Ala Ser

Met Gly Gly

20

Ser Trp

35

Gly

Thr
50

Gln Gln

Gln Gly Thr

Ser Leu Pro

Glu Arg Ser

ES 2703 549 T3

tctcteccaca
tcccagettg
aggagaggga
tttcecetttt
catggagctc
tgtccagacce
gctcgaggga
acccctggtt
aagccttatce
gagatgtagc
gtcaaattac
caggccattc
acgccctggt

taaagttaaa

Ser Pro

Pro Val

Ala Ala

Thr Glu

55

Gly Gly

70

Glu
85

Gln

Arg Lys

Phe

Arg

Leu

Leu

Pro

Ser

Arg

tggaaccttc
gaagaccagg
atgtgcagga
cattcccacc
cgaattcttg
tggtegggge
agcacccgee
ctccatgececa
ctacgtectt
tattatgcgce
tcttegggte
caagcccttce
gttggtgttg

taaaatagaa

Leu Leu

Ala

ctggggtttg
gtgggtacat
acagaggcgt
ccctagactt
cgtgtgtgta
ccactggaag
ggttggcecga
cacctctete
ctctecatcet
ccgtctacag
ccaaggtttg
cgggctggaa
cctcactect

tgaatgatac

Pro Lys

10

Glu Pro

25

Gly Ala

40

Gln Ser

Ser Gln
Ser

Asp

Arg Ala

34

Ala

val

Leu

Asn

Ala

Val

Leu Ser

Ala Cys

Arg Arg

Gly Glu

75

Leu Glu

Leu Thr

tgaaactgtg
actggagaca
cttcectgggt
tgattttacg
gatgaggggc
catccagaac
agtccacgaa
caggtgcecct
atcggacccce
ggggtgececg
gctttcacge
ctggtgtcgg
ctgagctctt

cccggcaaaa

Pro
15

Gly Pro

Val Ala

30

Leu

Ala
45

Met Ala

Glu Val Ser

Gly Tyr Pro

Ala Glu

95

Trp

Gln Lys Gln

Gly

Trp

Leu

Arg

Trp

80

Asn

Lys

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2293
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<210>6
<211> 234
<212> PRT

Lys

Asp

Gly

145

Gly

Thr

Leu

Asn

Leu

225

His

<213> Homo sapiens

<400> 6

Met

Asn

Leu

Leu

Leu

Gln

Asp

130

Arg

Val

Met

Phe

Ser

210

Ser

Gly

Pro

Met

Ser

Thr

50

Gln

His

115

Ser

Gly

Tyr

Gly

Arg

195

Cys

val

Thr

Ala

Gly

Trp

35

Gln

Gly

100

Ser

Asp

Leu

Leu

Gln

180

Cys

Tyr

Ile

Phe

Ser Ser Pro

Gly Pro Val

20

Gly Ala Ala

Gln Thr Glu

Thr Gly Gly

val

val

Gln

Leu

165

val

Ile

Ser

Ile

Leu
245

5
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Leu

Thr

Ala

150

Tyr

val

Arg

Ala

Pro

230

Gly

His

Glu

135

Gln

Ser

Ser

Ser

Gly

215

Arg

Phe

Phe

Arg

Leu

Leu

55

Pro

Leu

120

Val

Gly

Gln

Arg

Met

200

Vval

Ala

val

105

Val

Met

Tyr

vVal

Glu

185

Pro

Phe

Arg

Lys

Leu Leu

Glu Pro

25

Gly Ala

40

Gln Ser

Ser Gln

35

Pro

Trp

Gly

Leu

170

Gly

Ser

His

Ala

Leu
250

Ala Pro

10

Ala Leu

Val Ala

Leu Arg

Asn Gly

Ile

Gln

Val

155

Phe

Gln

His

Leu

Lys
235

Asn

Pro

140

Arg

Gln

Gly

Pro

His

220

Leu

Lys

Ser

Cys

Arg

Glu

Ala

125

Ala

Ile

Asp

Arg

Asp

205

Gln

Asn

Gly

Val

Ala

45

Glu

Gly

110

Thr

Leu

Gln

Val

Gln

190

Arg

Gly

Leu

Pro

Ala

30

Met

val

Tyr

Ser

Arg

Asp

Thr

175

Glu

Ala

Asp

Ser

Pro

15

Leu

Ala

Ser

Pro

Lys

Arg

Ala

160

Phe

Thr

Tyr

Ile

Pro
240

Gly

Trp

Leu

Arg

Trp
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Gln

Gly

Asn

Gly

Gly

145

Thr

Leu

Asn

Leu

His

225

<210>7

<211> 247

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 7

Met

Asn

Leu

Leu

Ser

Glu

Asp

Arg

130

val

Met

Phe

Ser

Ser

210

Gly

Pro

Met

Ser

Thr

Leu

Arg

Ser

115

Gly

Tyr

Gly

Arg

Cys

195

val

Thr

Ala

Gly

Trp

35

Gln

Pro

Ser

100

Asp

Leu

Leu

Gln

Cys

180

Tyr

Ile

Phe

Ser

Gly

20

Gly

Gln

Glu

85

Arg

val

Gln

Leu

val

165

Ile

Ser

Ile

Leu

Ser

Pro

Ala

Thr
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70

Gln

Lys

Thr

Ala

Tyr

150

Val

Arg

Ala

Pro

Gly
230

Pro

Val

Ala

Glu

Ser

Arg

Glu

Gln

135

Ser

Ser

Ser

Gly

Arg

215

Phe

Phe

Arg

Leu

Leu

Ser

Arg

val

120

Gly

Gln

Arg

Met

Val

200

Ala

Vval

Leu

Glu

Gly
40

Gln

Asp

Ala

105

Met

Tyr

Vval

Glu

Pro

185

Phe

Arg

Lys

Leu

Pro

25

Ala

Ser

36

Ala

90

Val

Trp

Gly

Leu

Gly

170

Ser

His

Ala

Leu

Ala

10

Ala

Val

Leu

75

Leu

Leu

Gln

val

Phe

155

Gln

His

Leu

Lys

Pro

Leu

Ala

Arg

Glu

Thr

Pro

Arg

140

Gln

Gly

Pro

His

Leu
220

Lys

Ser

Cys

Arg

Ala

Gln

Ala

125

Ile

Asp

Arg

Asp

Gln

205

Asn

Gly

val

Ala

45

Glu

Trp

Lys

110

Leu

Gln

Val

Gln

Arg

190

Gly

Leu

Pro

Ala

30

Met

Val

Glu

95

Gln

Arg

Asp

Thr

Glu

175

Ala

Asp

Ser

Pro

15

Leu

Ala

Ser

80

Asn

Lys

Arg

Ala

Phe

160

Thr

Tyr

Ile

Pro

Gly

Trp

Leu

Arg
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Leu
65

Gln

Gly

Lys

Asp

Gly

145

Gly

Thr

Leu

Asn

Leu

225

His

<210> 8

<211> 223

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 8

50

Gln

Ser

Glu

Gln

Asp

130

Arg

vVal

Met

Phe

Ser

210

Ser

Gly

Gly

Leu

Arg

His

115

Ser

Gly

Tyr

Gly

Arg

195

Cys

Val

Thr

Thr

Pro

Ser

100

Ser

Asp

Leu

Leu

Gln

180

Cys

Tyr

Ile

Phe

Gly

Glu

85

Arg

Val

Val

Gln

Leu

165

Val

Ile

Ser

Ile

Leu
245
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Gly

70

Gln

Lys

Leu

Thr

Ala

150

Tyr

Val

Arg

Ala

Pro

230

Gly

55

Pro

Ser

Arg

His

Glu

135

Gln

Ser

Ser

Ser

Gly

215

Arg

Leu

Ser

Ser

Arg

Leu

120

Val

Gly

Gln

Arg

Met

200

Vval

Ala

Gln

Asp

Ala

105

Val

Met

Tyr

Val

Glu

185

Pro

Phe

Arg

Asn

Ala

90

Vval

Pro

Trp

Gly

Leu

170

Gly

Ser

His

Ala

Gly

75

Leu

Leu

Ile

Gln

Val

155

Phe

Gln

His

Leu

Lys
235

60

Glu

Glu

Thr

Asn

Pro

140

Arg

Gln

Gly

Pro

His

220

Leu

Gly

Ala

Gln

Ala

125

Ala

Ile

Asp

Arg

Asp

205

Gln

Asn

Tyr

Trp

Lys

110

Thr

Leu

Gln

Val

Gln

190

Arg

Gly

Leu

Pro

Glu

95

Gln

Ser

Arg

Asp

Thr

175

Glu

Ala

Asp

Ser

Trp

80

Asn

Lys

Lys

Arg

Ala

160

Phe

Thr

Tyr

Ile

Pro
240

Met Pro Ala Ser Ser Pro Phe Leu Leu Ala Pro Lys Gly Pro Pro Gly

1

5

10

15

Asn Met Gly Gly Pro Val Arg Glu Pro Ala Leu Ser Val Ala Leu Trp
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Leu

Leu

Leu

65

Gln

Asn

Pro

Arg

Gln

145

Gly

Pro

His

Leu

<210>9

<211> 222

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 9

Ser

Thr

50

Gln

Ser

Ala

Ala

Ile

130

Asp

Arg

Asp

Gln

Asn
210

Trp

35

Gln

Gly

Leu

Thr

Leu

115

Gln

Val

Gln

Arg

Gly

195

Leu

20

Gly

Gln

Thr

Pro

Ser

100

Arg

Asp

Thr

Glu

Ala

180

Asp

Ser

Ala

Thr

Gly

Glu

85

Lys

Arg

Ala

Phe

Thr

165

Tyr

Ile

Pro
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Ala

Glu

Gly

70

Gln

Asp

Gly

Gly

Thr

150

Leu

Asn

Leu

His

Leu

Leu

55

Pro

Gln

Asp

Arg

vVal

135

Met

Phe

Ser

Ser

Gly
215

Gly

40

Gln

Ser

His

Ser

Gly

120

Tyr

Gly

Arg

Cys

Vval

200

Thr

25

Ala

Ser

Gln

Ser

Asp

105

Leu

Leu

Gln

Cys

Tyr

185

Ile

Phe

val

Leu

Asn

Val

Val

Gln

Leu

Vval

Ile

170

Ser

Ile

Leu

Ala

Arg

Gly

75

Leu

Thr

Ala

Tyr

Vval

155

Arg

Ala

Pro

Gly

Cys

Arg

60

Glu

His

Glu

Gln

Ser

140

Ser

Ser

Gly

Arg

Phe
220

Ala

45

Glu

Gly

Leu

Val

Gly

125

Gln

Arg

Met

Val

Ala

205

Val

30

Met

Val

Tyr

Val

Met

110

Tyr

Val

Glu

Pro

Phe

190

Arg

Lys

Ala

Ser

Pro

Pro

95

Trp

Gly

Leu

Gly

Ser

175

His

Ala

Leu

Leu

Arg

Trp

80

Ile

Gln

Val

Phe

Gln

160

His

Leu

Lys

Met Pro Ala Ser Ser Pro Phe Leu Leu Ala Pro Lys Gly Pro Pro Gly

1

5

10

15

Asn Met Gly Gly Pro Val Arg Glu Pro Ala Leu Ser Val Ala Leu Trp
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<210> 10
<211> 205
<212> PRT

Leu

Leu

Leu

65

Gln

Ala

Ala

Ile

Asp

145

Arg

Asp

Gln

Asn

<213> Homo sapiens

<400> 10

Ser

Thr

50

Gln

Ser

Thr

Leu

Gln

130

val

Gln

Arg

Gly

Leu
210

Trp

Gln

Gly

Leu

Ser

Arg

115

Asp

Thr

Glu

Ala

Asp

195

Ser

20

Gly

Gln

Thr

Pro

Lys

100

Arg

Ala

Phe

Thr

Tyr

180

Ile

Pro

Ala

Thr

Gly

Glu

85

Asp

Gly

Gly

Thr

Leu

165

Asn

Leu

His
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Ala

Glu

Gly

70

Gln

Asp

Arg

val

Met

150

Phe

Ser

Ser

Gly

Leu

Leu

55

Pro

His

Ser

Gly

Tyr

135

Gly

Arg

Cys

Val

Thr
215

Gly

40

Gln

Ser

Ser

Asp

Leu

120

Leu

Gln

Cys

Tyr

Ile

200

Phe

25

Ala

Ser

Gln

Val

Val

105

Gln

Leu

Val

Ile

Ser

185

Ile

Leu

Val

Leu

Asn

Leu

90

Thr

Ala

Tyr

Val

Arg

170

Ala

Pro

Gly

Ala

Arg

Gly

75

His

Glu

Gln

Ser

Ser

155

Ser

Gly

Arg

Phe

Cys

Arg

Glu

Leu

Val

Gly

Gln

140

Arg

Met

Val

Ala

vVal
220

Ala

45

Glu

Gly

Val

Met

Tyr

125

Val

Glu

Pro

Phe

Arg

205

Lys

30

Met

Val

Tyr

Pro

Trp

110

Gly

Leu

Gly

Ser

His

190

Ala

Leu

Ala

Ser

Pro

Ile

95

Gln

Val

Phe

Gln

His

175

Leu

Lys

Leu

Arg

Trp

80

Asn

Pro

Arg

Gln

Gly

160

Pro

His

Leu

Met Gly Gly Pro Val Arg Glu Pro Ala Leu Ser Val Ala Leu Trp Leu

1

5

10

15

Ser Trp Gly Ala Ala Leu Gly Ala Val Ala Cys Ala Met Ala Leu Leu
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<210> 11
<211> 330
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 11

Thr

Gln

Ser

65

Thr

Leu

Gln

Val

Gln

145

Gly

Leu

Gln

Gly

Leu

Ser

Arg

Asp

Thr

130

Glu

Ala

Asp

Ser

Gln

35

Thr

Pro

Lys

Arg

Ala

115

Phe

Thr

Tyr

Ile

Pro
195

Met Ala Ala

1

Gly Thr Ala

Ala Cys Leu

20

Thr

Gly

Glu

Asp

Gly

100

Gly

Thr

Leu

Asn

Leu

180

His

Arg

Leu
20

Gly

Glu

Gly

Gln

Asp

85

Arg

val

Met

Phe

Ser

165

Ser

Gly
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Leu

Pro

His

70

Ser

Gly

Tyr

Gly

Arg

150

Cys

Val

Thr

Gln

Ser

55

Ser

Asp

Leu

Leu

Gln

135

Cys

Tyr

Ile

Phe

Ser

40

Gln

Val

Val

Gln

Leu

120

Val

Ile

Ser

Ile

Leu
200

Arg Ser Gln Arg

5

Leu Val Pro Leu

Leu Leu Leu Ala

25

Leu

Asn

Leu

Thr

Ala

105

Tyr

val

Arg

Ala

Pro

185

Gly

Arg

Ala

25

Vval

40

Arg

Gly

His

Glu

90

Gln

Ser

Ser

Ser

Gly

170

Arg

Phe

Arg

Glu

Leu

75

Val

Gly

Gln

Arg

Met

155

Val

Ala

val

Glu

Gly

Val

Met

Tyr

Vval

Glu

140

Pro

Phe

Arg

Lys

Val

45

Tyr

Pro

Trp

Gly

Leu

125

Gly

Ser

His

Ala

Leu
205

Arg Gly Arg Arg

10

Leu Gly Leu Gly

30

Ser

Pro

Ile

Gln

Val

110

Phe

Gln

His

Leu

Lys
190

Gly

Arg

Trp

Asn

Pro

95

Arg

Gln

Gly

Pro

His

175

Leu

Glu
15

Leu

Gln

Ala

80

Ala

Ile

Asp

Arg

Asp

160

Gln

Asn

Pro

Leu Ala Leu

30

Val Ser Leu Gly Ser Arg Ala
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Ser

Asp

Pro

Lys

Val

Thr

Arg

145

Tyr

Gly

Lys

Asp

Gly

225

Gly

Thr

Leu

Asn

Leu
305

His

Leu

50

Gln

Ala

Gly

His

Val

130

Tyr

Tyr

Glu

Gln

Asp

210

Arg

Val

Met

Phe

Ser
290

Ser

Gly

35

Ser

Asp

Pro

Arg

Pro

115

Ser

Asn

Leu

Arg

His

195

Ser

Gly

Tyr

Gly

Arg
275

Cys

val

Thr

Ala

Pro

Phe

Lys

100

Arg

Gly

Arg

Tyr

Ser

180

Ser

Asp

Leu

Leu

Gln

260

Cys

Tyr

Ile

Phe

Gln

Ser

Leu

85

Thr

Pro

Trp

Gln

Cys

165

Arg

Vval

val

Gln

Leu

245

Val

Ile

Ser

Ile

Leu
325
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Glu

Glu

70

Asn

Arg

Gly

Glu

Ile

150

Gln

Lys

Leu

Thr

Ala

230

Tyr

val

Arg

Ala

Pro
310

Gly

Pro

55

Leu

Arg

Ala

Gln

Glu

135

Gly

Ser

Arg

His

Glu

215

Gln

Ser

Ser

Ser

Gly

295

Arg

Phe

40

Ala

Asn

Leu

Arg

Asp

120

Ala

Glu

Ser

Arg

Leu

200

val

Gly

Gln

Arg

Met
280

Val

Ala

val

Gln

Pro

val

Arg

105

Gly

Arg

Phe

Asp

Ala

185

val

Met

Tyr

Val

Glu

265

Pro

Phe

Arg

Lys

41

Glu

Gln

Arg

90

Ala

Ala

Ile

Ile

Ala

170

Val

Pro

Trp

Gly

Leu

250

Gly

Ser

His

Ala

Leu
330

Glu

Thr

75

Pro

Ile

Gln

Asn

Val

155

Leu

Leu

Ile

Gln

Val

235

Phe

Gln

His

Leu

Lys
315

Leu

60

Glu

Arg

Ala

Ala

Ser

140

Thr

Glu

Thr

Asn

Pro

220

Arg

Gln

Gly

Pro

His
300

Leu

45

val

Glu

Arg

Ala

Gly

125

Ser

Arg

Ala

Gln

Ala

205

Ala

Ile

Asp

Arg

Asp
285

Gln

Asn

Ala

Ser

Ser

His

110

Val

Ser

Ala

Trp

Lys

190

Thr

Leu

Gln

Val

Gln

270

Arg

Glu

Gln

Ala

95

Tyr

Asp

Pro

Gly

Glu

175

Gln

Ser

Arg

Asp

Thr

255

Glu

Ala

Glu

Asp

Pro

Glu

Gly

Leu

Leu

160

Asn

Lys

Lys

Arg

Ala

240

Phe

Thr

Tyr

Gly Asp Ile

Leu Ser Pro
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<210> 12
<211> 241
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Proteina APRIL humanizada

<400> 12

Met

Ala

Val

Leu

Lys

65

Ala

Val

Pro

Trp

Gly

145

Leu

Pro

Leu

Thr

Arg

50

Gln

Leu

Leu

Ile

Gln

130

Val

Phe

Ala

Ser

Cys

35

Arg

Gly

Glu

Thr

Asn

115

Pro

Arg

Gln

Ser

vVal

20

Ala

Glu

Glu

Ala

Gln

100

Ala

Ala

Ile

Asp

Ser

Ala

Val

Val

Arg

Trp

Lys

Thr

Leu

Gln

Val
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Pro

Leu

Ala

Ser

Pro

70

Glu

Gln

Ser

Arg

Asp

150

Thr

Gly

Trp

Leu

Arg

55

Trp

Asn

Lys

Lys

Arg

135

Ala

Phe

His Met

Leu Ser
25

Leu Ile

40

Leu Gln

Gln Ser

Gly Glu

Lys Gln

105

Asp Asp

120

Gly Arg

Gly Vval

Thr Met

42

Gly

10

Trp

Gln

Arg

Leu

Arg

His

Ser

Gly

Tyr

Gly

Gly

Gly

Gln

Ser

75

Ser

Ser

Asp

Leu

Leu

155

Gln

Ser

Ala

Thr

Gly

60

Glu

Arg

Val

Val

Gln

140

Leu

val

Val

vVal

Glu

45

Gly

Gln

Lys

Leu

Thr

125

Ala

Tyr

val

Arg

Leu

30

Leu

Pro

Ser

Arg

His

110

Glu

Gln

Ser

Ser

Glu

15

Gly

Gln

Ser

Ser

Arg

Leu

val

Gly

Gln

Arg

Pro

Ala

Ser

Gln

Asp

80

Ala

Val

Met

Tyr

val

160

Glu



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2703 549 T3

165 170

Gly Gln Gly Arg Gln Glu Thr Leu Phe Arg
180 185

Ser His Pro Asp Arg Ala Tyr Asn Ser Cys
195 200

His Leu His Gln Gly Asp Ile Leu Ser Val
210 215

Ala Lys Leu Asn Leu Ser Pro His Gly Thr
225 230

Leu

<210> 13

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleotido sintético: mApril-1, exén 4 de mApril, Directo

<400> 13

gaggcccagg gagacattg

<210> 14

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético: mApril-1, exdn 4 de mApril, Inverso

<400> 14

gcaggctcag ggcttatctg

<210> 15

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético: mApril-1, exdn 4 de mApril, Sonda

<400> 15

cgagtctggg acactggaat ttatctgce

<210> 16

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

43

Cys

Tyr

Ile

Phe
235

Ile Arg Ser
190

Ser Ala Gly
205

Ile Pro Arg
220

Leu Gly Phe

175

Met Pro

Val Phe

Ala Arg

Val Lys
240

19

20

28
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<220>
<223> Oligonucleotido sintético: mApril-2, intron 5 de mApril, Directo

<400> 16

aacttgctce atcccettaca te 22

<210> 17

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético: mApril-2, intron 5 de mApril, Inverso

<400> 17

gcttgagagt tggttcctte cttt 24

<210> 18

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleotido sintético: mApril-2, intron 5 de mApril, Sonda

<400> 18

tcacctcetg ggtttgattce cga 23

<210> 19

<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleotido sintético: hAPRIL-1a, exén 3 de hAPRIL, Directo

<400> 19

cctgcacctg gtteccatt 19

<210> 20

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético: hAPRIL-1a, exdn 3 de hAPRIL, Inverso

<400> 20

agcccgagtt cectggttatt ge 22
<210> 21
<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial
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<220>

<223> Oligonucleotido sintético: hAPRIL-1a, exdn 3 de hAPRIL, Sonda

<400> 21

aacgccacct ccaagggtga

<210> 22

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético: hAPRIL-2a, ex6n 6 de hAPRIL, 3'UTR, Directo

<400> 22
aggagccteg ggtgtategt a
<210> 23
<211>24
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucleotido sintético: hAPRIL-2a, exén 6 de hAPRIL, 3'UTR, Inverso

<400> 23

gcagggcttg atcagaaaga agag

<210> 24

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucleotido sintético: hAPRIL-2a, exén 6 de hAPRIL, 3'UTR, Sonda

<400> 24

ccectggtgtt ggtgttgect ca

<210> 25

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebadores especificos para el exén 1
Oligonucledtido sintético:

<400> 25

agtcagagag ccagccctt

<210> 26

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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de April de ratén

45

20

21

24

22

19
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<220>
<223> Oligonucleotido sintético: cebadores especificos para el exén 5 de APRIL humano

<400> 26

acatcggaat agagtctcct ge

46
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11.

12.

13.

14.

ES 2703 549 T3

REIVINDICACIONES

Un roedor modificado genéticamente cuyo genoma comprende un reemplazo de un fragmento genémico que
comprende los exones 2-5 y la porcién codificante del exén 6 de un gen de ligando inductor de la proliferaciéon
(A PRoliferation-Inducing Ligand, April) endégeno de roedor con un fragmento genémico humano que
comprende los exones 2-6 de un gen APRIL humano para formar un gen April humanizado, en donde el
reemplazo es en un locus April endégeno de roedor, en donde el gen April humanizado se encuentra bajo el
control de un promotor de April de roedor en dicho locus April enddgeno de roedor, y codifica una proteina April
humanizada que comprende una porcién extracelular de la proteina APRIL humana codificada por dicho gen
APRIL humano unida a una porcion intracelular de la proteina April de roedor codificada por dicho gen de April
de roedor, y en donde dicho roedor modificado genéticamente expresa dicha proteina April humanizada.

El roedor modificado genéticamente de conformidad con la reivindicacion 1, en donde dicho roedor no expresa
de manera detectable una proteina April endégena de roedor de longitud completa.

El roedor modificado genéticamente de conformidad con la reivindicacion 1 o la reivindicaciéon 2, en donde
dicho roedor es un raton o una rata.

El roedor modificado genéticamente de conformidad con la reivindicacion 3, en donde dicho roedor es un raton.

El roedor modificado genéticamente de conformidad con la reivindicacion 4, en donde la proteina April
humanizada comprende los aminoacidos 87 a 250 de la sec. con num. de ident.: 5.

El roedor modificado genéticamente de conformidad con la reivindicacion 4, en donde el gen April humanizado
comprende el exén 1 de dicho gen April endégeno de raton.

El roedor modificado genéticamente de conformidad con la reivindicacién 6, en donde dicha proteina April
humanizada comprende la secuencia de aminoacidos como se expone en la sec. con num. de ident.: 12.

El roedor modificado genéticamente de conformidad con la reivindicacion 1, en donde los exones codificantes
del gen April humanizado consisten en el exén 1 de dicho gen April endégeno de roedor, y los exones 2-6 de
dicho gen April humano.

Una célula o tejido aislado de un roedor modificado genéticamente de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones anteriores.

Una célula madre embrionaria (ES) de roedor, cuyo genoma comprende un reemplazo de un fragmento
gendmico que comprende los exones 2-5 y la porcion codificante del exén 6 de un gen April endégeno de
roedor con un fragmento gendmico humano que comprende los exones 2-6 de un gen APRIL humano para
formar un gen April humanizado, en donde el reemplazo es en un locus April endégeno de roedor, en donde el
gen April humanizado se encuentra bajo el control de un promotor de April de roedor en dicho locus April
enddgeno de roedor, y codifica una proteina April humanizada que comprende una porcion extracelular de la
proteina APRIL humana codificada por dicho gen APRIL humano unida a una porcién intracelular de la proteina
April de roedor codificada por dicho gen April de roedor.

Un embridn de roedor generado a partir de la célula ES de conformidad con la reivindicacion 10.

La célula (ES) de roedor de conformidad con la reivindicacion 10, o el embrién de roedor de conformidad con
la reivindicacion 11, en donde el roedor es un ratén o una rata.

Un método para producir un roedor que expresa una proteina April humanizada a partir de un locus April
enddgeno, el método comprende las etapas de:

(a) reemplazar un fragmento genémico que comprende los exones 2-5 y la porcién codificante del exén 6 de
un gen April endégeno de roedor en un locus April endégeno en una célula madre embrionaria (ES) de roedor
con un fragmento genédmico que comprende los exones 2-6 de un gen APRIL humano para formar un gen April
humanizado en el locus April endégeno de roedor, en donde el gen April humanizado se encuentra bajo el
control del promotor de April de roedor en dicho locus April endégeno de roedor y codifica una proteina April
humanizada que comprende una porcién extracelular de la proteina APRIL humana codificada por dicho gen
APRIL humano unida a una porcion intracelular de la proteina April de roedor codificada por dicho gen April de
roedor;

(b) obtener una célula ES de roedor modificada que comprende dicho gen April humanizado en el locus April
endogeno de roedor; y,

(c) crear un roedor con el uso de la célula ES modificada de (b).

El método de conformidad con la reivindicacién 12, en donde el roedor es un ratén o una rata.
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El método de conformidad con la reivindicacion 13 o 14, en donde dicho roedor no expresa de manera

detectable una proteina April endégena de roedor de longitud completa.

16.

Un método para injertar células humanas en un ratén, el método comprende las etapas de:

(a) proporcionar un ratén cuyo genoma comprende un reemplazo de un fragmento de roedor que comprende
los exones 2-5 y la porcion codificante del exén 6 de un gen April endégeno de ratén con un fragmento genémico
humano que comprende los exones 2-6 de un gen APRIL humano para formar un gen April humanizado, en
donde el reemplazo es en un locus April endégeno de ratdn, en donde el gen April humanizado se encuentra
bajo el control del promotor de April de ratén en dicho locus April endégeno de ratdn y codifica una proteina
April humanizada que comprende una porcién extracelular de la proteina APRIL humana codificada por dicho
gen APRIL humano unida a una porcién intracelular de la proteina April de raton codificada por dicho gen April
de raton; y

(b) trasplantar una o mas células humanas en el ratdon, opcionalmente; en donde las células humanas son
células madre hematopoyéticas humanas.
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