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

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

Antecedentes de la invencion

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

Breve descripcion de la invencion

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

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

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

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

().

La invencién proporciona adicionalmente un método para evaluar la eficacia terapéutica de un farmaco para dirigirse
a células humanas, que comprende: (a) proporcionar un roedor de acuerdo con cualquier reivindicacién 1-6 en el que
se han trasplantado una o mas células humanas; (b) administrar un candidato a farmaco a dicho roedor; y (c) controlar
las células humanas en el roedor para determinar la eficacia terapéutica del candidato a farmaco.

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

Una porcion extracelular de una proteina SIRPa humana puede comprender aminoacidos correspondientes a los
residuos 28-362 de una proteina SIRPa humana que aparece en la sec. con num. de ident.: 4.
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Una porcion extracelular de una proteina SIRPa humana puede compartir un por ciento de identidad de al menos 50
%, al menos 55 %, al menos 60 %, al menos 65 %, al menos 70 %, al menos 75 %, al menos 80 %, al menos 85 %,
al menos 90 %, al menos 95 %, o al menos 98 % con una porcién extracelular correspondiente de una proteina SIRPa
humana que aparece en la Tabla 3. Una porcion extracelular de una proteina SIRPa humana puede compartir el 100
% de identidad (o ser idéntica) con una porcién extracelular correspondiente de una proteina SIRPa humana que
aparece en la Tabla 3.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Dicha secuencia de nucleétidos puede codificar los residuos de aminoacidos 28-362 de una proteina SIRPa humana.
Dicha secuencia de nucledtidos puede codificar los residuos de aminoacidos 28-362 de una proteina SIRPa humana
que tiene una secuencia al menos 50 %, al menos 55 %, al menos 60 %, al menos 65 %, al menos 70 %, al menos 75
%, al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 %, o al menos 98 % idéntica a una proteina SIRPa
humana que aparece en la Tabla 3.
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En la presente descripcion se describe adicionalmente un método para proporcionar un ratén cuyo genoma incluye un
gen de SIRPa que codifica la porcidn extracelular de una proteina SIRPa humana unida a la porcién intracelular de
una proteina SIRPa de ratén, el método comprende modificar el genoma de un ratén de manera que éste comprenda
un gen de SIRPa que codifique la porcion extracelular de una proteina SIRPa humana unida a la porcién intracelular
de una proteina SIRPa de raton para proporcionar de esta manera dicho ratén. El gen de SIRPa puede ser un gen de
SIRPa como se describe en el presente documento. El gen de SIRPa puede comprender los exones 2, 3, y 4 de un
gen de SIRPa humano.

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

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

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

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

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

Un gen de SIRPa descrito en el presente documento comprende los exones 2, 3, y 4 de un gen de SIRPa humano.
Una porcién extracelular de una proteina SIRPa humana descrita en el presente documento puede comprender los
aminoacidos correspondientes a los residuos 28-362 de una proteina SIRPa humana que aparece en la Tabla 3. Un
gen de SIRPa descrito en el presente documento puede unirse operativamente a un promotor de SIRPa de ratén.

En la presente descripcion se describe ademas un animal no humano que puede obtenerse por los métodos segun se
describen en el presente documento. Los animales no humanos descritos en el presente documento pueden no
expresar de manera detectable una porcion extracelular de una proteina SIRPa enddgena.

En la presente descripcion se describen ademas métodos para la identificacion o 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 el
presente documento, y controlar una o mas de las respuestas inmunitarias al farmaco o vacuna, el perfil de seguridad
del farmaco o vacuna, o el efecto sobre una enfermedad o afeccion. El control del perfil de seguridad puede incluir la
determinacion de si el animal no humano exhibe un efecto secundario o reaccién adversa como resultado del
suministro del farmaco o vacuna. Un efecto secundario o reaccion adversa puede seleccionarse de morbilidad,
mortalidad, alteracion del peso corporal, alteracion del nivel de una o méas enzimas (por ejemplo, hepaticas), alteracion
en el peso de uno o mas érganos, pérdida de funcién (por ejemplo, sensorial, motora, de 6rganos, 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 adicionalmente el uso de un animal no humano de la presente invencion en el
desarrollo de un farmaco o vacuna para su uso en medicina, tal como su uso como un medicamento.

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

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

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

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

Breve descripcion de las figuras
La figura incluida en la presente descripcidn solamente tiene propdsitos ilustrativos y no de limitacion.

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

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

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

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

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

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

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

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

Definiciones
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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 descripcidon puede usarse en la practica
o prueba de la presente invencion, a continuacién se describirdn métodos y materiales particulares.

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

El término "biol6gicamente activo" como se usa en la presente 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. En modalidades particulares, 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 se
refiere tipicamente como una porcion “biolégicamente activa”.

El término "comparable", como se usa en la presente, se refiere a dos 0 mas agentes, entidades, situaciones, conjuntos
de condiciones, etcétera, que pueden no ser idénticos entre si pero que son suficientemente similares para permitir la
comparacion entre ellos de manera que puedan obtenerse conclusiones de manera razonable en base a las
diferencias o las similitudes observadas. Los expertos en la técnica 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 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
triptéfano; cadenas laterales basicas tales como lisina, arginina, e histidina; cadenas laterales acidas tales como acido
aspartico y acido glutamico; y, cadenas laterales que contienen azufre tales como cisteina y metionina. Los grupos de
sustituciones conservadoras de aminoacidos incluyen, por ejemplo, valina/leucina/isoleucina, fenilalanina/tirosina,
lisina/arginina, alanina/valina, glutamato/aspartato, y asparagina/glutamina. En algunas modalidades, una sustitucion
de aminoacido conservadora puede ser una sustitucidon de cualquier residuo nativo en una proteina con alanina, como
se usa, por ejemplo, en la mutagénesis por barrido de alanina. En algunas modalidades, se produce una sustitucion
conservadora que tiene un valor positivo en la matriz de probabilidad logaritmica PAM250 descrita en Gonnet y otros
(1992) Exhaustive Matching of the Entire Protein Sequence Database, Science 256:1443-45. En algunas modalidades,
la sustitucion es una sustitucion moderadamente conservadora en donde la sustitucion 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 de recombinacion
homoéloga con una molécula de ADN (por ejemplo, con una secuencia homdloga endégena tal como un gen o locus
geénico). En algunas modalidades, una interrupciéon puede lograr o representar una insercion, una delecién, una
sustitucion, un reemplazo, una mutacién con pérdida de sentido, o un desplazamiento del marco de una(s)
secuencia(s) de ADN, o cualquier combinacion de estos. Las inserciones pueden incluir la insercion de genes
completos o fragmentos de genes, por ejemplo, exones, que pueden ser de un origen distinto al de la secuencia
enddgena. En algunas modalidades, una interrupcién puede aumentar la expresion y/o actividad de un gen o producto
génico (por ejemplo, de una proteina codificada por un gen). En algunas modalidades, una interrupcion puede
disminuir la expresion y/o actividad de un gen o producto génico. En algunas modalidades, una interrupcion puede
alterar la secuencia de un gen o un producto génico codificado (por ejemplo, una proteina codificada). En algunas
modalidades, una interrupcion puede truncar o fragmentar un gen o un producto génico codificado (por ejemplo, una
proteina codificada). En algunas modalidades, una interrupcién puede extender un gen o un producto génico
codificado; en algunas de tales modalidades, una interrupcion puede lograr el ensamblaje de una proteina de fusion.
En algunas modalidades, una interrupcion puede afectar el nivel pero no la actividad de un gen o producto génico. En
algunas modalidades, una interrupcién puede afectar la actividad pero no el nivel de un gen o producto génico. En
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algunas modalidades, una interrupcion puede no tener un efecto significativo sobre el nivel de un gen o producto
génico. En algunas modalidades, una interrupcién puede no tener un efecto significativo sobre la actividad de un gen
o producto génico. En algunas modalidades, una interrupcion puede no tener un efecto significativo sobre el nivel o la
actividad de un gen o producto génico.

La frase "locus enddégeno” o "gen enddgeno" como se usa en la presente descripcion se refiere a un locus genético
encontrado en un organismo parental o de referencia antes de la introduccion de una interrupcion, delecion, reemplazo,
alteracion, o modificacién como se describe en el presente documento. En algunas modalidades, el locus enddégeno
tiene una secuencia que se encuentra en la naturaleza. En algunas modalidades, el locus endégeno es un locus de
tipo silvestre. En algunas modalidades, el organismo de referencia es un organismo de tipo silvestre. En algunas
modalidades, el organismo de referencia es un organismo modificado genéticamente. En algunas modalidades, el
organismo de referencia es un organismo criado en un 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 enddgeno.

El término "heterélogo" como se usa en la presente 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 accion 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 esté presente naturalmente en la célula u organismo relevante
(por ejemplo, el tipo de célula o el tipo de organismo relevante).

El término "célula huésped", como se usa en la presente, se refiere a una célula en la que se ha introducido un acido
nucleico o una proteina heterdlogos (por ejemplo, exégenos). Después de leer esta descripcion los expertos
entenderan que tales términos no se refieren solamente a la célula particular en cuestion, sino que se usan, ademas,
para referirse a la progenie de tal una célula. Debido a que pueden producirse determinadas modificaciones en las
generaciones posteriores ya sea debido a una mutacioén o a influencias del ambiente, tal progenie puede no ser, de
hecho, idéntica a la célula parental, pero aun asi se incluye dentro del alcance del término "célula huésped" como se
usa en la presente descripcion. En algunas modalidades, una célula huésped es, o comprende, una célula procariota
o eucariota. En general, una célula huésped es cualquier célula que sea adecuada para recibir y/o producir un acido
nucleico o una proteina heterélogos, independientemente del reino de la vida al que pertenece la célula. Las células
ilustrativas incluyen las de organismos procariotas y eucariotas (unicelulares o pluricelulares), células bacterianas (por
ejemplo, cepas de E. coli, Bacillus spp., Streptomyces spp., etcétera), células de micobacterias, células fungicas,
células de levaduras (por ejemplo, S. cerevisiae, S. pombe, P. pastoris, P. methanolica, etcétera), células vegetales,
células de insectos (por ejemplo, SF-9, SF-21, células de insectos infectadas con baculovirus, Trichoplusia ni,
etcétera), células de animales no humanos, células humanas, o fusiones de células tales como, por ejemplo,
hibridomas o cuadromas. En algunas modalidades, la célula es una célula humana, de mono, simio, hamster, rata, o
raton. En algunas modalidades, la célula es eucariota y se selecciona de las siguientes células: CHO (por ejemplo,
CHO K1, DXB-11 CHO, Veggie-CHO), COS (por ejemplo, COS-7), célula de retina, Vero, CV1, renal (por ejemplo,
HEK293, 293 EBNA, MSR 293, MDCK, HaK, BHK), 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. En algunas modalidades, la célula comprende uno o mas genes virales, por
ejemplo, una célula de retina que expresa un gen viral (por ejemplo, una célula PER.C6™). En algunas modalidades,
una célula huésped es, o comprende, una célula aislada. En algunas modalidades, una célula huésped es parte de un
tejido. En algunas modalidades, una célula huésped es parte de un organismo.

El término "humanizado" se usa en la presente descripcidon de acuerdo con el significado que se entiende en la técnica
para referirse a acidos nucleicos o proteinas cuyas estructuras (es decir, secuencias de nucleétidos o aminoacidos)
incluyen porciones que se corresponden sustancial o idénticamente con estructuras de un gen o proteina particulares
que se encuentran en la naturaleza en un animal no humano, e incluyen, ademas, porciones que se diferencian de la
encontrada en el gen o proteina no humanos particulares en cuestion y en lugar de eso se corresponden de manera
mas cercana con estructuras comparables que se encuentran en un gen o proteina humanos correspondientes. Un
gen "humanizado" puede ser uno que codifica un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos sustancialmente
igual a la de un polipéptido humano (por ejemplo, una proteina humana o porciéon de esta - por ejemplo, una porcion
caracteristica de esta). Para dar un ejemplo, en el caso de un receptor de membrana, un gen “humanizado” puede
codificar un polipéptido que tiene una porcién extracelular que tiene una secuencia de aminoacidos igual a la de una
porcion extracelular humana y la secuencia restante igual a la de un polipéptido no humano (por ejemplo, de ratén).
Un gen humanizado puede comprender al menos una porcién de una secuencia de ADN de un gen humano. Un gen
humanizado puede comprender una secuencia de ADN completa de un gen humano. Una proteina humanizada puede
comprender una secuencia que tiene una porcidon que aparece en una proteina humana. Una proteina humanizada
puede comprender una secuencia completa de una proteina humana y se expresa a partir de un locus endégeno de
un animal no humano que corresponde al homélogo o al ortélogo del gen humano.
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El término "identidad" como se usa en la presente descripcidon en relaciéon con una comparacion de secuencias, se
refiere a la identidad determinada mediante una serie de algoritmos diferentes conocidos en la técnica que pueden
usarse para medir la identidad de secuencias de nucleétidos y/o aminoacidos. En algunas modalidades, las
identidades como se describen en la presente se determinan con el uso de un alineamiento ClustalW v. 1.83 (lento)
que emplea una penalizacion por apertura de interrupcion de 10.0, una penalizacién por extensién de interrupcion de
0.1, y el uso de una matriz de similitud de Gonnet (MACVECTOR™ 10.0.2, MacVector Inc., 2008).

El término "aislado", como se usa en la presente, 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 accién 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. En algunas modalidades, los agentes aislados son aproximadamente 80 %,
aproximadamente 85 %, aproximadamente 90 %, aproximadamente 91 %, aproximadamente 92 %, aproximadamente
93 %, aproximadamente 94 %, aproximadamente 95 %, aproximadamente 96 %, aproximadamente 97 %,
aproximadamente 98 %, aproximadamente 99 %, o mas de aproximadamente 99 % puros. Como se usa en la
presente, una sustancia es "pura" si esta sustancialmente libre de otros componentes. En algunas modalidades, 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 portadores o excipientes (por
ejemplo, tampodn, disolvente, agua, etcétera); en tales modalidades, el porcentaje de aislamiento o pureza de la
sustancia se calcula sin incluir tales portadores o excipientes. Solo para dar un ejemplo, en algunas modalidades, un
polimero bioldgico tal como un polipéptido o un polinucleétido que se produce en la naturaleza se considera “aislado”
cuando: a) en virtud de su origen o fuente de obtencién no se asocia con algunos o todos los componentes que lo
acompafian en su estado nativo en la naturaleza; b) esta sustancialmente libre de otros polipéptidos o acidos nucleicos
de la misma especie de la especie que lo produce en la naturaleza; o c) se expresa por, o se encuentra de cualquier
otra manera en 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, en algunas modalidades, un polipéptido que se sintetiza quimicamente
o se sintetiza en un sistema celular diferente al que lo produce en la naturaleza se considera un polipéptido "aislado".
Alternativamente o adicionalmente, en algunas modalidades, un polipéptido que se ha sometido a una o mas técnicas
de purificacidon 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 cualquier organismo vertebrado que
no es un ser humano. En algunas modalidades, un animal no humano es un cicléstomo, un pez 6seo, un pez
cartilaginoso (por ejemplo, un tiburén o una raya), un anfibio, un reptil, un mamifero, y un ave. En algunas modalidades,
un mamifero no humano es un primate, una cabra, una oveja, un cerdo, un perro, una vaca, o un roedor. En algunas
modalidades, el animal no humano es un roedor tal como una rata o un ratén.

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

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

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

El término "recombinante”, como se usa en la presente, se destina a referirse a polipéptidos (por ejemplo, proteinas
reguladoras de sefiales como se describe en la presente) 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 expresidén 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
0 aislan por cualquier otro medio que involucre el corte y empalme entre elementos de secuencia seleccionados. En
algunas modalidades, uno o mas de tales elementos de secuencias seleccionados se encuentran en la naturaleza. En
algunas modalidades, uno o mas de tales elementos de secuencia seleccionados se disefan in silico. En algunas
modalidades, uno o mas de tales elementos de secuencia seleccionados son el resultado de la mutagénesis (por
ejemplo, in vivo o in vitro) de un elemento de secuencia conocido, por ejemplo, a partir de una fuente natural o sintética.
Por ejemplo, en algunas modalidades, un polipéptido recombinante se compone de secuencias que se encuentran en
el genoma de un organismo fuente de interés (por ejemplo, humano, ratén, etcétera). En algunas modalidades, un
polipéptido recombinante tiene 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 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 &cido nucleico diferente de "reemplazo”, se ubica en su lugar. En algunas modalidades, la
secuencia de acido nucleico reemplazada y las secuencias de acidos nucleicos de reemplazo son comparables entre
si porque, por ejemplo, son homologas entre si y/o contienen elementos correspondientes (por ejemplo, elementos
que codifican proteinas, elementos reguladores, etcétera). En algunas modalidades, una secuencia de acido nucleico
reemplazada incluye uno o mas de un promotor, un potenciador, un sitio donante de corte y empalme, un sitio receptor
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de corte y empalme, un intrén, un exén, una region no traducida (UTR); en algunas modalidades, una secuencia de
acido nucleico de reemplazo incluye una o mas secuencias codificantes. En algunas modalidades, una secuencia de
acido nucleico de reemplazo es un homologo de la secuencia de acido nucleico reemplazada. En algunas
modalidades, una secuencia de acido nucleico de reemplazo es un ortdlogo de la secuencia reemplazada. En algunas
modalidades, una secuencia de acido nucleico de reemplazo es, o comprende, una secuencia de acido nucleico
humana. En algunas modalidades, que incluyen cuando la secuencia de acido nucleico de reemplazo es, o comprende,
una secuencia de acido nucleico humana, la secuencia de acido nucleico reemplazada es, o comprende, una
secuencia de roedor (por ejemplo, una secuencia de ratén). La secuencia de acido nucleico asi colocada puede incluir
una o0 mas secuencias reguladoras que son parte de la secuencia de acido nucleico fuente usada para obtener la
secuencia asi colocada (por ejemplo, promotores, potenciadores, regiones 5' o 3' no traducidas, etcétera). Por ejemplo,
en diversas modalidades, el reemplazo es una sustitucion de una secuencia enddégena 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 heteréloga), pero no la expresion de la secuencia enddgena; el reemplazo es de una
secuencia gendmica endégena con una secuencia de acido nucleico que codifica una proteina que tiene una funcion
similar a la de la proteina codificada por la secuencia enddgena (por ejemplo, la secuencia genémica endégena
codifica una proteina SIRPa, y el fragmento de ADN codifica una o mas proteinas SIRPa humanas). En diversas
modalidades, un gen enddgeno o un fragmento de este se reemplaza con un gen humano correspondiente o un
fragmento de este. Un gen humano correspondiente o un fragmento de este es un gen humano o un fragmento que
es un ortélogo de, o es sustancialmente similar o igual en estructura y/o funcién, al gen endégeno o fragmento de este
que se reemplaza.

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

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

El término "sustancialmente" como se usa en la presente 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 técnica biolégica comprendera
que los fenémenos bioldgicos y quimicos rara vez, o nunca, llegan a completarse y/o proceden a completar o lograr o
evitar un resultado absoluto. El término "sustancialmente" se usa, por tanto, en la presente para capturar la falta
potencial de completamiento inherente en muchos fendmenos biolégicos y quimicos.

La frase "homologia sustancial" como se usa en la presente 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 homaélogos en las posiciones correspondientes.
Los residuos homologos pueden ser residuos idénticos. Alternativamente, los residuos homadlogos 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 sustitucién de un aminoéacido por
otro del mismo tipo frecuentemente puede considerarse una sustitucién "homodloga". Las clasificaciones de
aminoacidos tipicas se resumen en la Tabla 1y 2.

TABLA 1
Alanina Ala A na polar neutro 18
Arginina Arg R polar positivo 4.5
Asparagina Asn M polar neutro -3.5
Acido aspartico Asp D polar nagativa -3.5
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Cisteina Cys C no polar neutro 25
Acido glutamico Glu E polar negativo -3.5
Glutamina Gin ] polar neutro 35
Glicina Gly G no palar neutro -0.4
Histidina His H polar positivo -3.2
Isaleucina lle I no palar neutro 45
Leucina Leu L no palar neutro 38
Lisina Lys K podar positivo -3.4
Metionina Met M no palar neutro 18
Fenialanina Phe F no palar neutro 28
Prolina Pro P no palar neutro -1.d
Serina Ser S podar neutro -0.8
Trecnina Thr T podar nautro 0.7
Triptofano Trp 1) no palar neutro -0.4
Tirosina Tyr Y podar nautro -1.3
Valina al W no palar neutro 42
TABLA 2

Amincacidos ambiguos 3 -Letras 1-Letra
Asparaging o ackho aspartico Bz B
Glutamina o acido ghutamico Gl rd
Leucina o |soleucina X]a J
Aminoacido no especificado o desconocido Xaa X

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

La frase "identidad sustancial®" como se usa en la presente 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 con el uso de
cualquiera de una variedad de algoritmos, que incluyen los disponibles en programas informaticos comerciales tales
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como BLASTN para las secuencias de nucleétidos y BLASTP, gapped BLAST, y PSI-BLAST para las secuencias de
aminodcidos. 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. En algunas modalidades, dos secuencias se
consideran sustancialmente idénticas si al menos el 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. En algunas modalidades, el segmento relevante es una secuencia completa. En
algunas modalidades, el tramo en cuestién es de al menos 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, o mas residuos.

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

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

El término "vector", como se usa en la presente, se refiere a una molécula de acido nucleico capaz de transportar otro
acido nucleico al cual se asocia. En algunas modalidades, los vectores son capaces de replicarse de manera
extracromosoémica 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 "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 la invencion

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

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

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

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

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

Secuencias de SIRPa
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En la Tabla 3 se exponen secuencias ilustrativas de SIRPa para humano y ratén. Para las secuencias de ADNc, los
exones consecutivos estan separados por texto subrayado alternante. Para las secuencias de proteinas, los péptidos
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sefial estan subrayados y las secuencias transmembrana y citoplasmatica estan en letras cursivas.

TABLA 3

ADMc de raton de
SIRPa
MM_007547 .3

GUGCTCGGUCGGGCCGUCCTCGCGCTGGCCTCGCGACGGUTC
COGCACAGCCCGCACTCGCTCTGCGAGCTGTCCCCGCTCGCGOT
TGCTCTCCGATCTCCGTCCCCGCTCCCTCTCCCTCTTCCTCTCC
CCCTCTTTCCTTCTCCCTCGCTATCCGUTCCCCCGUCCCCCGTGO
CTCTGGCTCTGCGCCTGGCTCCCTCGGOGTCCGCTCCCCTTTCCC
GCCGGCCTGGCCCGGOGTCACGCTCCCGGAGTCTCCCCGOTCG
GUGGCGTCTCATTGTGGGAGGGGGTCAGATCACCCCGCCGGG
CGGTGGCGCTGOGGGGCAGCGGAGGGGGAGGGGCCTTAGTC
GTTCGCCCGCGCCGCCCOCCCGUCTGUCOAGCGCGCTCACCGO
CGCTCTCCCTCCTTGCTCTGCAGCCGCGGCCCATGGAGCCCGC
CGGOCCOOCCCCTGGCCGCCTAGGGCCGCTGCTGCTCTGCOCTG
CTGCTCTCCGUGTCCTGTTTCTGTACAGGAGCCACGGGGAAGG
AACTGAAGGTGACTCAGCCTGAGAAATCAGTGTCTGTTGC
CTGGGGATTCGACCGTTCTGAACTGCACTTTGACCTCCTTGTT
GCCGGTGOGACCCATTAGGTGGTACAGAGGAGTAGGGCCAAG
CCGGCTGTTGATCTACAGTTTCGCAGGAGAATACGTTCCTCGA
ATTAGAAATGTTTCAGATACTACTAAGAGAAACAATATGGAC
TTTTCCATCCGTATCAGTAATGTCACCCCAGCAGATGCTGGCA
TCTACTACTGTGTGAAGTTCCAGAAAGGATCATCAGAGCCTG
ACACAGAAATACAATCTGGAGGGGGAACAGAGGTCTATGTAC
TCGCCAAACCTTCTCCACCGGAGOTATCCGGUCCAGCAGACA
GOOGCATACCTGACCAGAAAGTGAACTTCACCTGCAAGTCTC
ATGGCTTCTCTCCCCGOGAATATCACCCTGAAGTGGTTCAAAGA
TGGGUAAGAACTCCACCCCTTGUGAGACCACCOTGAACCCTAG
TGGAAAGAATGTCTCCTACAACATCTCCAGCACAGTCAGGGT
GGTACTAAACTCCATGGATGTTAATTCTAAGGTCATCTGCGAG
GTAGCCCACATCACCTTGOATAGAAGCCCTCTTCGTGOGGATTG
CTAACCTGTCTAACTTCATCCGAGTTTICACCCACCGTGAAGGT
CACCCAACAGTCCCCGACGTCAATGAACCAGGTGAACCTCAC
CTGCOGOGHCTOGAGAGGTTCTACCCCGAGGATCTCCAGCTGATC
TGGCTGOGAGAATGOGAAACGTATCACGGAATGACACGCCCAAG
AATCTCACAAAGAACACGOATGGGACCTATAATTACACAAGC
TTOGTTCCTGOTGAACTCATCTGCTCATAGAGAGGACGTGGTGT
TCACGTGCCAGGTGAAGCACGACCAACAGCCAGCGATCACCC
GAAACCATACCGTGCTGGGATTTGCCCACTCGAGTGATCAAG
GOAGCATGCAAACCTTCCCTGATAATAATGCTACCCACAACT
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GOAATGTCTTCATCGGTGTGGGOGTGGOGTGTGCTTTGCTCGT
AGTCCTGCTOATGGCTGCTCTCTACCTCCTCCGGATCAAACAG
AAGAAAGCCAAGGGGTCAACATCTICCACACGGTTGCACGAG
CCOGAGAAGAACGOCAGGOAAATAACCCAGATCCAGGACAC
[ i (N iAC [ C
CAAAGAGAAGAAGCOCGC r*t'f_ COOGOGGOOCCTOAGOCCTAACAA
CCACACAGAATATCCAAGCATTOGAGACAGGUAAAGTGUOCTAG
GOCAGAGGATACCCTCACCTATOGCTGACCTGGACATGGTCC A

TCAGAGTATGCTAGTGTCCAGGTCCAGAGGAAG TGAMN TGGGG
CTGTGGTCTGTACTAGGCCCCATCCCCACAAGTTTTCTTGTCCT
ACATGGAGTGGCCATGACGAGGACATCCAGCCAGCCAATCCT
oT C‘C'E‘C'AGA&G GOCAGGT GGCAEGGG [CCT hGGAC'EAGGGG ¥

GTTGT{]CCT COOCCCATCACTCOTGOGTCTGOATCCTGGTCTT

GLOCAACCOCCAGOGTTGCGTCCTTGATGTTCCAGAGCTTGGTCTT
CTGTOTGGAGAAGAGCTCACCATCTCTACCCAACTTGAGCTTT
GGOACCAGACTCOCTTTAGATCAAACCGCCCCATCTGTGGA A
GAACTACACCAGAAGTCAGCAAGTTTITCAGCCAACAGTGCTG
GCCTOCCCACCTCOCAGGCTGACTAGCCCTGGOGAGAAGGAMN
COCTCTCCTCCTAGACCAGUCAGAGACTCCCTGGGUA TG TTCAG
TGTGGCCCCACCTCOCTTCCAGTCCCAGCTTGCTTCCTCCAGET
AGCACTAACTCAGCAGCATCGCTCTGTGGACGOCTGTAAATTA
TTGAGAAATOTOAACTOTGCAGTCTTAAAGT TAAGGTL:TTA(.:

AAAATTTOGATTTATGUTGT I TAGTTGTTOTTGOGOGTTTCTTTITOT

TTTITAATTTCTTTTTCTTTITTTGATTTTTITTCTTTCCCTTAAAA
CAACAGCAGCAGCATCTTGGCTCTTTGTCATGTUTTGAATGGT
TGGGTCTTGIGAAGTCTGAGGICTAACAGTTTATTGTCCTGGA
AGGATTTTCTTACAGCAGAAACAGATTTTTTTCAAATTCCCAG
AATCCTGAGGACCAAGAAGGATCCCTCAGCTGCTACTTCCAG

(_‘ALCI’._ AGCGT LA{_‘ I{JDG%LQMLL‘ADGLLUI GTTCT I #CAA(_-

("'IT&FFFTTGTFTGACFF&&TFFTG&CFT&a"\TCTT(T("F ATTCC

AGCACTTCAGAGGCATOCAGAGAGAAGH GACﬁCTCGGCCAﬂC
TCTCTOGAGGTAATCAGTGCAAGGAGGAGTCCGTTTTTTGOCAG

CAAACCTCAGCAGGATCACACTGGAACAGAACCTGGTCATAC

CACTGGCTCGAGAGTCTGGOCAGAGGCTCTGACCCTCCACCCT
TTAAAMCTGOGATGCCGGGGOCTGGCTGGOGCCCAATGOCAAGTG
GIIATGGEAACCCTGACTATCTGOTCTTAACA TG TAGC TCAGE
AACGTGCAGGCOCTAATGTCCCCAATCCCTOGOGOATTCCTCGATT
CCAGCTATTCATGTAAGCAGAGCCAACCTGCCTATTITCTGTAG
OGTGCOACTOGOATGTTAGGAGCACAGCAAGGACCCAGCTCTG
TAGGGUTOOTOACCTOATACTTCTCATAATGUOCATCTAGAAGT

TAGGCTGAGTTGGOCTCACTGGUCCAGCAAACCAGAACTTGT

fi{'i'l'l'{'iﬁ'i"l'Gfi'l'ﬁf"uﬁﬁf."l'{'.'f.'.-'tf.'f.‘{'.'f.'ft"l'I'ffi'{'.'f."I'f.”l'ﬁf.‘f.".['h.-'k.-'tﬁﬁ
CATCACATGTGTATACACACACGGOGTGTATAGATGAGTTAAA
AGAATGTCCTCGCTGGCATCCTAATTTTGTCTTAAGTTTTTTTG
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GAGGGAGAAAGGAACAAGGCAAGGOAAGATOTGTAGCTTTG
GCTTTAACCAGGCAGCCTGGGGGCTCCCAAGCCTATGGAACC
CTGGTACAAAGAAGAGAACAGAAGCGCCCTGTGAGGAGTGG
GATTTGTTTTTCTGTAGACCAGATGAGAAGGAAACAGGCCCT
GTTTTGTACATAGTTGCAACTTAAAATTTTTGGCTTGCAAAAT
ATTTTTGTAATAAAGATTTCTGGGTAACAATAAAAAAAAAAA
AAAAAA (sec. con nim. de ident.: 1)

Proteina SIRPa de
ratén
MP_031573.2

MEPAGPAPGRLGPLLLCLLISASCFCTGATGKELKVTQPEKSVEY
AAGDSTVLNCTLTSLLPYGPIRWYRGVGPSRLLIYSFAGEY VPRI
RNVSDTTEKRNNMDFSIRISNVTPADAGIY Y CVKFQKGSSEPDTEI
QSGGGTEVYVLAKPSPPEVSGPADRGIPDOQRVNFTCKSHGFSPRN
ITLKWFKDGQELHPLETTYNPSGENVSYNISSTVRVVLNSMDVN
SKVICEVAHITLDRSPLRGIANLSNFIRVSPTVEVTQQSPTSMNQW
NLTCRAERFYPEDLOQLIWLENGNVSENDTPENLTENTDGTYNYT
SLFLVNSSAHREDVVFTCQVKHDQOQPAITRNHTVLGFAHSSDOQG
SMOTFPONNATHNWNVFIGVGVACALLVVELMAALYLLRIKQOKKAK
GSTSSTRLHEPEKNAREITQIQDTNDINDITYADLNLPREKKPAPRAP
EPNNHTEYASIETGEVPRPEDTLTYADLDMVHLIRAQPAPKPEPSFS
EYASVOVORK (sec. con ndm. de ident.: 2)

ADN humano de
SIRPa
MM_ 001040022 1

TCCGGCCOGCACCCACCCCCAAGAGGGGCCTTCAGCTTTGGG
GCTCAGAGGCACGACCTCCTGGGOGAGGGTTAAAAGGCAGACG
CCCCCCCGCCCCCCGUGCCCCCGUCGCCCCOACTCOCTTOGCCGO
CTCCAGCCTCTCGCCAGTGGOGAAGCGOGGOAGCAGCCGUGCGO
CCGOAGTCOGGAGGCGAGGGGAGGTCGGCCGUAACTTCCCCG
GTCCACCTTAAGAGGACGATGTAGCCAGCTCGCAGCGUTGAC
CTTAGAAAAACAAGTTTGCGCAAAGTGGAGCGGGGACCCGGO
CTCTGGGCAGCCCCGGCGOOCGCTTCCAGTGCCTTOCAGCCCTC
GCGOGCOGGCGCAGCCGCGGCCCATGOAGCCCGCOOGGOCCGGET
c ("('{:GGC{, (.r("( TCGGGCCOGCTOGCTCTGCCTGCTGCTOGCCGOG
GTCAGGAGTGGCGGOTGAGGAGGAGCTGCAG
{ITGATTI.' F\Glf CTGACAAGTCOGTGTTGGTTGCAGCTGGAGAG
ACAGCCACTCTGCGCTGCACTGC GACCTCTCTGATCCCTGTGG
GGCCCATCCAGTGGTTCAGAGGAGCTGOACCAGGCCGGGAAT
TAATCTACAATCAAAAAGAAGGCCACTTCCCCCGUOTAACAA
CTGTTTCAGACCTCACAAAGAGAAACAACATGOGACTTTTCCAT
CCGUATCGGTAACATCACCOCAGCAGATGCCGGCACCTACTA
CTGTGTGAAGTTCCGGAAAGGGAGCCCCGATGACGTGGAGTT
TAAGTCTGGAGCAGGCACTGAGCTGTCTGTGCGCGCCAAACC
CTCTGOCCCCGTGOTATCGOGCCCTGCGGCGAGGGCCACACCT
CAGCACACAGTGAGCTTCACCTGCOGAGTCCCACGGCTTCTCAC
CCAGAGACATCACCCTGAAATGGTTCAAAAATGGGAATGAGC
TCTCAGACTTCCAGACCAACGTGGACCCCGTAGGAGAGAGT
TGTCCTACAGCATCCACAGCACAGCCAAGGTGGTGCTGACCT
GCGAGGACGTTCACTCTCAAGTCATCTGCGAGGTGGCCCACG
TCACCTTGCAGGGGOACCCTCTTCGTGGGACTGCCAACTTGTC
TGAGACCATCCGAGTTCCACCCACCTTGOAGOGTTACTCAACAG
CCCOGTGAGGOGCAGAGAACCAGOTGAATGTCACCTGCCAGGTG
AGUAAGTTCTACCCCCAGAGACTACAGCTGACCTGOTTGGAG
AATCGOAAACGTGTCCCGUACAGAAACGGCCTCAACCGTTACA
GAGAACAAGGATGGTACCTACAACTGGATCGAGCTGGCTCCTG
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GTGAATGTATCTGCCCACAGGGATGATGTGAAGCTCACCTGC
CAGOTGOAGCATGACGOOCAGOCAGCGOTCAGCAAAAGCCAT
GACCTGAAGGTCTCAGCCCACCCGAAGGAGCAGGGUTCAAAT
ACOGCCGCTOAGAACACTGOATCTAATOAACGGAACATCTAT
ATTGTGOGTGOOGTOTGOGTOTGOCACCTTGCTOGOLGTOOGUCCTACTGA
TGGOGGCCCTCTACCTCGTOCGAATCAGACAGAAGAAAGOCT
AGCGGCTOCACTTCTTCTACAAGGTTGCATGAGCCOCGAGAAGA
ATGCCAGAGAAATAACACAGGACACAAATGATATCACATATG
CACGACCTGAACCTGCCCAAGGGGAAGAAGOCTGCTOCCCAGD
CTOGCGGAGOCCAACAACCACACGGAGTATOGUCAGUATTCAGA
CCAGOCCGCAGCCCGOGTCGOAGOACACCCTCACCTATGCTG
ACCTGGACATOOTCCACCTCAACCOOACCCCCAAGCAGCCGG
COCCCAAGCCTGAGCCGTCCTTCTCAGAGTACGOCAGOCGTCCA
GOTCCCOAGOAAGTGAATGOOGACCGTGGTTTGCTC TAGC ACT
CATCTCTACGOGCTTTCTTGTCCCACAGGGAGCCGCCGTGATG
AGCACAGCCAACCCAGTTCCOGOAGGGCTGGGGOGOGTGCAGS
CTCTGGGACCCAGGOGOOCAGGGTOGGOTCTTCTCTCCCCACCOC
TCCTTGGCTCTOCCAGCACTTCCTGOGGCAGCCACGLGOCCCCTOC
COCCACATTGUOCACATACCTGGAGGCTGACGTTGOCAAACCA
GUCAGGGAACCAACCTGGGAAGTGGUCAGAACTGOCTGGOGGT
CCAAGAACTCTTGTGCCTCCOTCCATCACCATGTGGOTTTTGA
AGACCCTOGACTGOCTOCOCGATGCTCCGAAGCCTOGATOTTOC
AGGOTOGOGGAGGAGAAAATCCOCACCTOCCCTGACCTCCACTA
CCTOCACCACCACCACCACCACCACCACCACCACTACCACCAC
CACCCAACTGGGGCTAGAGTGGGGAAGATITCCCCTTTAGAT
CAAACTGOCCCTTCCATGOAAAAGCTGOAAAAAAACTCTGGA
ACCCATATCCAGGCTTGOTGAGGTTGCTOCCAACAGTCCTGOC
CTCCCCCATCCCTAGGUTAAAGAGOCATGAGTCCTGGAGGAG
GAGAGGACCOCTCCOCAAAGGACTOOAGACAAAACCCTCTGOT
TCCTTGGGTCCCTCCAAGACTCOCTGOGGGCCCAACTGTGTTGC
TCCACCOGOACCCATCTCTOCCTTCTAGACCTGAGCTTGCOCC
TOCAGCTAGUACTAAGCAACATCTOGCTGTGGACGUC TG T AMA
ATTACTGAGAAATGTGAAACGTGCAATCTTOAAACTGAGGTG
TTAGAAAACTTGATCTGTGGTGTTTTGTTTTGTTTTTTTTCTTA
AAACAACAGCAACGTGATCTTGGCTGTCTGTCATGTGTTGAAG
TCCATGOGTTGOGOGTCTTOGTOGAAGTCTOGAGGTTTAACAGTTTGTT
GTCCTGOGAGGOGATTTTCTTACAGCGAAGACTTGAGTTCCTOCA
AGTCCCAGAACCOCAAGAATGGOCAAGAAGGATCAGGTCAGT
CACTCCCTGGAGACACAGOCTTCTGGCTGGGACTGACTTGGOC
ATGTTCTCAGCTGAGCCACGCGGCTGOGTAGTGCAGCCTTCTGT
GACCCCGCTOGTGOTAAGTCCAGOCTOGCCCAGOGGUTGOTGAG
GCTGCCTCTTGACAGTGCAGTCTTATCGAGACCCAATGCCTC A
GTCTOCTCATCCGTAAAGTOOOGATAGTOAAGATGACACCCC
TOCCCACCACCTCTCATAAGCACTTITAGGAACACACAGAGGG
TAGGGATAGTGOGCCCTOGUCGTCTATCCTACCCCTTTAGTGAC
CGOCCCCATCCCGGUTTTCTGAGCTGATCCTTGAAGAAGAMAAT
CTTCCATTTCTGCTCTCAAACCCTACTGGGATCAAACTGGAAT
AAATTGAAGACAGCCAGGGGOATGOGTGCAGCTGTGAAGCTOG
GOCTGATTCCCCCTCTGTOCCAGAAGGTTGGCCAGAGGGTGTG
ACCCAGTTACCCTTITAACCCCCACCCTTCCAGTCGGGTGTOAG
GOOCTGACCGOGGUCCAGGGCAAGCAGATGTCGCAAGOCCTAT
TTATTCAGTCTICACTATAACTCTITAGAGTTGAGACGUTAATG
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TTCATGACTCCTGGOCTTGGGATGCCCAAGGGATTTCTGGCTC
AGGCTGTAAAAGTAGCTGAGCCATCCTGCCCATTCCTGGAGG
TCCTACAGGTGAAACTGCAGGAGCTCAGCATAGACCCAGCTC
TCTGGGGGATGGTCACCTGGTGATTTCAATGATGGCATCCAGG
AATTAGCTGAGCCAACAGACCATGTGGACAGCTTTGGCCAGA
GCTCCCGTGTGGCATCTGGGAGCCACAGTGACCCAGCCACCT
GOCTCAGGCTAGTTCCAAATTCCAAAAGATTGGCTTGTAAACC
TTCGTCTCCCTCTCTTTTACCCAGAGACAGCACATACGTGTGC
ACACGCATGCACACACACATTCAGTATTTTAAAAGAATGTTTT
CTTGGTGCCATTTTCATTTTATTTTATTTTTTAATTCTTGGAGS
GOOAAATAAGGGAATAAGGCCAAGGAAGATGTATAGCTTTAG
CTTTAGCCTGGCAACCTGOAGAATCCACATACCTTGTGTATTG
AACCCCAGGAAAAGGAAGAGGTCGAACCAACCCTGCGGAAG
GAGCATGGTTTCAGGAGTTTATTTTAAGACTGCTGGGAAGGA
AACAGGCCCCATTTTOTATATAGTTGCAACTTAAACTTTTTGG
CTTGCAAAATATTTTTOTAATAAAGATTTCTGGOTAATAATGA

(sec. con num. de ident.: 3)

proteina SIRPa
humana MEPAGPAPGRLOGPLLCLLLAASCAWSOGVAGEEELQVIQPDKSVL
MP_001035111.1 | VAAGETATLRCTATSLIPVGPIQWFRGAGPGRELIYNQKEGHFPR
YTTYVSDLTEKENNMDFESIRIGNITPADAGTY Y CVEFRKGSPDDVEF
KSCGAGTELSVRAKPSAPYVVSGPAARATPOHTVSFTCESHGFSPRD
ITLKWFENGMNELSDFQTNVDPYGESVSYSIHSTARKVYLTREDWVHS
OVICEVAHVTLOGDPLREGTANLSETIRVPPTLEVTQOPVREAENQY
NYTCOVERFYPORLOLTWLENGNVSRTETASTVTENEDGTYNW
MSWLLVNVSAHRDDVELTCQVEHDGQPAYVSKSHDLEVSAHPK
EQUGSNTAAENTGESNERNIYIVIGVVCTLLVALLMAALYLVRIRQKKA
QUGSTSSTRLHEPERNAREITODTNDITYADINLPRGEEPAPOAAEPN
NHTEYASIQTSPOPASEDTLTYADLDMVHLNRTPKQPAPKPEPSFSEY
ASVQVFPREK (sec. con nim. de ident.: 4)

proteina SIRPa
humanizada MEPAGPAPGRLGPLLLCLLLSASCFCTGYVAGEEELQVIQPDESVL

VAAGETATLRCTATSLIPVGPIQWFRGAGPGRELIY NQKEGHFPR
VTTVSDLTKRNNMDFSIRIGNITPADAGTY Y CVKFRKGSPDDVEF
KSGAGTELSVRAKPSAPVVSGPAARATPQHTVSFTCESHGFSPRD
ITLKWFKNGNELSDFQTNVDPVGESVSYSIHSTAKVVLTREDVHS
OVICEVAHVTLOGDPLRGTANLSETIRVPPTLEVTQOPVRAENQV
NVTCOVRKFYPOQRLOLTWLENGNVSRTETASTVTENKDGTYNW
MSWLLVNVSAHRDDVKLTCQVEHDGQPAVSKSHDLKVSAHPK
EQGSNTAADNNATHNWNVFIGVGVACALLVVLLMAALYLLRIKOKK
AKGSTSSTRLHEPERKNAREITOQIQDTNDINDITYADLNLPKEKKPAPR
APEPNNHTEYASIETGKVPRPEDTLTYADLDMVHLSRAQPAPKPEPS
FSEYASVQVORK (sec. con num. de ident.: 5)

Animales no humanos con SIRPa humanizado

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

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

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

Un animal no humano descrito en el presente documento contiene un gen de SIRPa humano en su totalidad o en parte
en un locus enddégeno de SIRPa no humano. Asi, tales animales no humanos pueden describirse como que tienen un
gen de SIRPa heterdlogo. El gen de SIRPa reemplazado, insertado o modificado en el locus de SIRPa endégeno
puede detectarse con el uso de una variedad de métodos que incluyen, por ejemplo, PCR, transferencia de Western,
transferencia de Southern, polimorfismo de longitud de fragmentos de restricciéon (RFLP), o un ensayo de ganancia o
pérdida de alelos. El animal no humano puede ser heterocigoto con respecto al gen de SIRPa humanizado

Un gen de SIRPa humanizado descrito en el presente documento incluye un gen de SIRPa que tiene un segundo,
tercero y cuarto exones donde cada uno tiene una secuencia al menos 50 % (por ejemplo, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %,
70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o mas) idéntica a un segundo,
tercero y cuarto exones que aparecen en un gen de SIRPa humano de la Tabla 3.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Un animal no humano descrito en el presente documento puede ser un mamifero. Un animal no humano descrito en
el presente documento puede ser un mamifero pequefio, por ejemplo, de la superfamilia Dipodoidea o Muroidea. Un
animal modificado genéticamente descrito en el presente documento puede ser un roedor. Un roedor descrito en la
presente descripcion puede seleccionarse de un ratén, una rata, y un hamster. Un roedor puede seleccionarse de la
superfamilia Muroidea. Un animal modificado genéticamente descrito en el presente documento puede ser de una
familia seleccionada de Calomyscidae (por ejemplo, hamsteres similares a ratén), 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 zokor). Un roedor modificado genéticamente descrito en el presente documento puede seleccionarse de un
ratén o una rata verdaderos (familia Muridae), un jerbo, un ratdén espinoso, y una rata crestada. Un ratén modificado
genéticamente descrito en el presente documento puede ser un miembro de la familia Muridae. Un animal no humano
como se describe en la presente puede ser un roedor. Un roedor descrito en el presente documento puede
seleccionarse de un ratéon y una rata. En algunas modalidades, un animal no humano descrito en el presente
documento puede ser un ratén.

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

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

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

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

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

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

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

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

Las células de animales no humanos descritos en el presente documento pueden usarse en un ensayo de dispersion
0 migracion celular para tamizar y desarrollar agentes terapéuticos candidatos que modulen el SIRPa humano. Tales
procesos son necesarios para muchos procesos celulares que incluyen la cicatrizacién de heridas, la diferenciacion,
la proliferacion y la supervivencia.
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Las células de animales no humanos descritos en el presente documento pueden usarse en ensayos de clonacion
para células megacariociticas formadoras de colonias para analizar los aspectos farmacotoxicoldégicos de agentes
terapéuticos candidatos que se dirigen a SIRPa humano.

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

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

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

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

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

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

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

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

EJEMPLOS

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

Ejemplo 1. Humanizacién de un gen endégeno de proteina reguladora de sefiales (SIRP).

Este ejemplo muestra métodos ilustrativos para la humanizacién de un gen enddégeno que codifica la proteina
reguladora de senales alfa (SIRPa) en un mamifero no humano tal como un roedor (por ejemplo, un ratén). Se conoce
que SIRPa humano existe en al menos 10 formas alélicas. Los métodos descritos en este ejemplo pueden emplearse
para humanizar un gen de SIRPa enddgeno de un animal no humano con el uso de cualquier alelo humano, o
combinacién de alelos humanos (o fragmentos de alelos) segun convenga. En este ejemplo, la variante 1 de SIRPa
humano se emplea para humanizar un gen endégeno de SIRPa de un ratén.

Se construyd un vector de transformacion para la humanizacion de una region extracelular de un gen de SIRP (por
ejemplo, SIRPa) mediante la tecnologia VELOCIGENE® (ver, por ejemplo, la patente de Estados Unidos num.
6,586,251 y Valenzuela y otros (2003), High-throughput engineering of the mouse genome coupled with high-resolution
expression analysis, Nature Biotech. 21(6):652-659).

Brevemente, el clon de cromosoma artificial bacteriano (BAC) de ratén bMQ-261H14 se modifico para eliminar la
secuencia que contiene los exones 2 a 4 de un gen de SIRPa enddgeno e insertar los exones 2 a 4 de un gen de
SIRPa humano mediante el uso del clon de BAC humano CTD-3035H21. EI ADN gendmico correspondiente a los
exones 2 a 4 de un gen enddégeno de SIRPa (~8555 pb) se reemplazé en el clon de BAC bMQ-261H14 con un
fragmento de ADN de ~8581 pb que contiene los exones 2 a 4 de un gen de SIRPa humano del clon de BAC CTD-
3035H21. El analisis de secuencia del alelo de SIRPa humano contenido en el clon CTD-3035H21 de BAC revel6 que
el alelo corresponde a la variante humana 1. Un casete de neomicina flanqueado por sitios loxP se afiadié al extremo
del fragmento de ADN humano de -8581 pb que contiene los exones 2 a 4 del gen de SIRPa humano (Figura 1).

Los brazos de homologia corriente arriba y corriente abajo se obtuvieron a partir del ADN de BAC en ratén en las
posiciones 5'y 3' de los exones 2 y 4, respectivamente, y se afiadieron al casete de resistencia a neomicina-fragmento
humano de 8581 pb para crear el vector de transformacion final para la humanizacién de un gen endégeno de SIRPa,
que contiene de 5' a 3' un brazo de homologia en 5' que contiene 19 kb del ADN de ratén en 5' del exdn 2 del gen
endogeno de SIRPa, un fragmento de ADN de 8581 pb que contiene los exones 2 a 4 de un gen de SIRPa humano,
un casete de resistencia a neomicina flanqueado por sitios loxP, y un brazo de homologia en 3' que contiene 21 kb de
ADN de raton en 3' del exdn 4 de un gen enddgeno de SIRPa. La insercién dirigida del vector de transformacion ubicé
el casete de resistencia a neomicina en el quinto intron de un gen de SIRPa de ratén entre los exones 4 y 5. El vector
de transformacion se linealiz6 mediante digestion con Swal y después se usé en la recombinacion homéloga en células
bacterianas para lograr un reemplazo dirigido de los exones 2 a 4 en un gen de SIRPa de ratén con los exones 2 a 4
de un gen de SIRPa humano (Figura 1).

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

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

Los ratones que portan la construccion del gen de SIRPa humanizado (es decir, que contienen los exones 2 a 4 de
SIRPa humana en un gen de SIRPa de ratén) pueden cruzarse con una cepa de ratén Cre deletor (ver, por ejemplo,
la publicacién de la solicitud de patente Internacional num. WO 2009/114400) para eliminar cualquier casete de
resistencia a neomicina con sitios lox introducidos por el vector de transformacién que no se elimina, por ejemplo, en
la etapa de célula ES o en el embrién. Opcionalmente, el casete de resistencia a neomicina se mantiene en los ratones.

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

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

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

Brevemente, los bazos se aislaron a partir de ratones de tipo silvestre (WT) y heterocigotos para un gen de SIRPa
humanizado. Los bazos se prefundieron después con Colagenasa D (Roche Bioscience) y los eritrocitos se lisaron
con tampén de lisis ACK de acuerdo con las especificaciones del fabricante. La expresion en la superficie celular de
SIRPa humano y de ratén se analizé6 mediante FACS con el uso de anticuerpos anti-CD3 (17A2), anti-CD19 (1D3),
anti-CD11b (M1/70), anti-SIRPa humana (SE5A5), y anti-SIRPa de ratén (P84) conjugados con fluorocromo. La
citometria de flujo se realizd6 mediante el uso de BD LSRFORTESSA™. La expresion ilustrativa de SIRPa humano y
de raton segun se detecté en la superficie de monocitos CD11b+ se muestra en la Figura 2.

Como se muestra en la Figura 2, la expresién de SIRPa de ratéon y humanizado pudo detectarse claramente en la
superficie de monocitos CD11b* de ratones heterocigotos.

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

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

Brevemente, los ratones Rag2 KO IL2Ry nulos con o sin un gen de SIRPa humanizado se llevaron a condiciones libres
de patdgenos. Los ratones recién nacidos (2 a 5 dias de edad) se irradiaron con 240 cGy y se inyectaron de manera
intrahepatica con 1x10°% CD34* células madre hematopoyéticas humanas CD34+. Se tomaron muestras de sangre de
los ratones 10 a 12 semanas después del injerto y la sangre se analizé mediante FACS con el uso de anticuerpos anti-
CD45 humano (HI30), anti-CD3 humano (SK7), anti-CD19 humano (HIB19) y anti-CD45 de ratén (30-F11) conjugados
con fluorocromo para verificar la reconstitucion del sistema inmunitario humano. El fondo genético de los ratones es
BALB/cTa x 129/SvJae.

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

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

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

Ejemplo 4. Evaluacion de la eficacia del Ac 1 sobre el crecimiento tumoral de linfoma en células Raji en ratones BRG.
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El Ac 1 es un anticuerpo biespecifico (bsAc) que se une a CD3, un antigeno de células T asociado con el complejo
del receptor de células T (TCR), y a CD20, un antigeno de la superficie de células B presente en células B normales
y varios tumores malignos del linaje de células B. El Ac 1 esta disefiado para unir las células que expresan CD20 con
las células T citotéxicas mediante la unién a la subunidad CD3 del TCR, lo que resulta en la muerte de células T
policlonales dirigida por CD20. CD20 es una diana validada clinicamente para la inmunoterapia; el anticuerpo
quimérico rituximab esta aprobado para el tratamiento de los linfomas no Hodgkin (NHL) y la leucemia linfocitica
cronica (CLL). Aunque los pacientes pueden llegar a ser refractarios al rituximab, tipicamente no se observa pérdida
de la expresién de CD20. Por lo tanto, un anticuerpo biespecifico que una las células tumorales CD20 positivas con
las células T citotdxicas representa una estrategia antitumoral potencial.

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

Materiales y métodos

Materiales

Compuesto de prueba y anticuerpo control
Compuesto de prueba: Ac 1.

Anticuerpo control: Ac 5 Control.
Reactivos

Tabla 4: Lista de reactivos

Reactivo Fuente Identificacion
. -~ Instalacion central |Raji P 1-4-10 Pase nim.
Celulas Raj de Regeneron 4
Advanced

Células madre hematopoyéticas (HSC) CD34+

humanas aisladas de higados fetales humanos Biosciences

Resource, Inc.
. Catalogo nim. 0500-300,
hPBMC Reachbio Lote nam. 130322
Catalogo nim. 181164-
L-Histidina Amresco 100G, Lote nim.
3363E344
) . Catalogo num. BIOG40-
Sacarosa Biosolutions 07, Lote num. 0816012
) - Catalogo  ndm. 91860,
RPMI Ivine Scientific |, oo nam. 9160100803
FBS Tissue Culture |Catalogo nim. 101, Lote
Biologicals ndm. 107062
. . ) ) Catalogo ndm. 10376-
Penicilina/Estreptomicina/L-Glutamina Gibco 016, Lote nim. 1411480
) Catdlogo ndm. 21985-
2-Mercaptoetanal Gibco 023, Lote nim. 762405
. . Catalogo nim.
Anti-CD45 humano Invitrogen MHCD4518. Clon H130
Anti-NKpd6 humano BD Biosciences Catalogo num. 558051,

Clon 8E2
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Reactivo Fuente Identificacion

Anti-human CD19 BD Biosciences | Gaialogd nim. 555412,
Anti-CD3 humano Invitrogen Eﬂglg%gza Clon S _;:' "1:'m'
Anti-CD14 humano BD Biosciences Eﬁ}ﬁ'ﬁ?&;“m- 557742,
Anti-CD45 humano BD Biosciences | Gaiaio00_num. 557659,

Instrumento de orden

BD Fortessa BD Biosciences especial

Sistemas de prueba

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

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

Disefio experimental
Reconstituciéon del sistema inmunitario humano en ratones BRG SIRPa

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

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

Procedimiento de estudio de tumores Raiji en ratones BRG SIRPa

En el dia 0, los grupos de 5 ratones BRG SIRPa recibieron la administracion de 2x106 células tumorales Raji por via
subcutanea. El mismo dia, los ratones se trataron con una dosis intraperitoneal (IP) de Ac 1 (0,4 o0 0,04 mg/kg), Control
de AcM control de no unién Ac 5 (que se une un antigeno felino sin reactividad cruzada con CD20 o CD3 humanos) a
una dosis de 0,4 mg/kg o vehiculo solo. Posteriormente los ratones recibieron dos dosis de anticuerpo/semana durante
4 semanas. El crecimiento tumoral se midié con calibres en los dias 3, 6, 9, 13, 16, 20, 23, 27, 30 y 34. Los grupos de
estudio se resumen en la Tabla 5.
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Tabla 5: Resumen de los grupos de tratamiento en ratones BRG SIRPa

. Dosis . Cant. de
Grupos Tumor |Anticuerpo (ma/kg) Via Programa ratones
Raji 3in a nticuerpo (Solo 0 P | 2wiwk 5
Grupos control wvehiculo)
Raji Ac 5 Control 04 IP | 2xiwk
Grupos Raji Ac 1 04 IP | 2wk
experimentales  paji  |Ac 1 0.04 IP | 20wk

Procedimientos especificos
Preparacion de reactivos

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

Analisis estadistico

Los analisis estadisticos se realizaron mediante la utilizacion del programa GraphPad Prism 5.0 (Versién Maclintosh).
El nivel de significacion estadistica se determiné mediante ANOVA de dos vias y posteriormente la prueba de
comparaciones multiples de Tukey. Los datos de cada una de las lecturas se compararon entre los grupos de
tratamiento. Un umbral de p<0,05 se consider6 estadisticamente significativo, como se indica por *. Los ratones que
murieron antes del final del estudio se eliminaron de los graficos de las curvas de crecimiento tumoral combinadas
(pero no de la curva de crecimiento de los ratones individuales) como se indica y el analisis estadistico para analizar
mediante ANOVA de dos vias.

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

El Ac 1 suprimi6 el crecimiento de tumores Raji en comparacion con el control de vehiculo y el control de no unién en
ratones BRG SIRPa injertados con hCD34+ (Figura 6). Las crias recién nacidas SIRPa BRG se irradiaron e injertaron
con células hepaticas fetales hCD34+ como células progenitoras hematopoyéticas (Traggiai, y otros, Science,
304(5667): 104-107 (2004)), que dan lugar a las células humanas T, B, y NK, asi como también a granulocitos,
monocitis, y DC. En el dia 0, los ratones BRG SIRPa injertados con hCD34+ recibieron la administracién de 2x106
células tumorales Raji por via subcutanea. El mismo dia, los ratones se trataron con una dosis intraperitoneal (IP) de
Ac 1 (0,4 0 0,04 mg/kg) o el Control de AcM control de no unién Ac 5, o control de vehiculo, seguido de dos dosis
semanales a todo lo largo del estudio.

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

Conclusiones

El efecto del tratamiento con Ac1, un bsAc CD20xCD3, sobre el crecimiento de tumores Raji se examin6 en un modelo
de ratén. El Ac 1 fue eficaz en la supresion del crecimiento tumoral en ratones BRG SIRPa injertados con hCD34+
con células T, B, y NK humanas, asi como granulocitos, monocitos, y DC. El tratamiento dos veces a la semana con
Ac 1 dio como resultado una supresién significativa y dependiente de la dosis del crecimiento tumoral de linfoma de
células B humanas Raji en comparacién con el control de vehiculo y el control de no unién. No se observé una pérdida
del peso significativa en ningun grupo de tratamiento. Estos resultados muestran que el Ac 1 se dirige a tumores Raiji
en ratones con células inmunitarias humanas, lo que da lugar a una supresion significativa del crecimiento tumoral.
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Habiendo descrito asi diversos aspectos de al menos una modalidad de esta invencion, los expertos en la técnica
apreciaran que pueden idear facilmente diversas alteraciones, modificaciones, y mejoras. Tales alteraciones,
modificaciones, y mejoras estan destinadas a ser parte de esta descripcion. En consecuencia, la descripcion anterior
y los dibujos son solo a manera de ejemplo.

El uso de términos ordinales tales como "primero"”, "segundo", "tercero"”, etcétera, en las reivindicaciones para modificar
un elemento de 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 reivindicacién 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 estén presentes, se emplean, o son relevantes de cualquier
otra manera en un determinado producto o proceso. Ademas, debe entenderse que la invencion abarca todas las
variaciones, combinaciones y permutaciones en las que una o mas limitaciones, elementos, clausulas, términos
descriptivos, etcétera, de una o mas de las reivindicaciones enumeradas se introducen en otra reivindicacion
dependiente de la misma reivindicacion base (o, segun sea relevante, cualquier otra reivindicacion) 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 invencion o
aspectos de la invencioén 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. Debe entenderse, ademas, que ninguna modalidad o aspecto de la invencidn puede excluirse explicitamente
de las reivindicaciones, independientemente de si la exclusion especifica se menciona en la especificacion.

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

Las publicaciones, sitios web y otros materiales de referencia referidos en la presente descripcion describen los
antecedentes de la invencion y proporcionan detalles adicionales relacionados con su practica.

Listado de secuencias

<110> Regeneron Pharmaceuticals, Inc.
<120> Animales no humanos que tienen un gen humanizado de una proteina reguladora de sefiales
<130> N405867EP-A

<140> thba

<141> 2014-09-23

<150> 61881261

<151>2013-09-23

<160> 8

<170> PatentIn version 3.5

<210> 1

<211> 4007

<212> ADN

<213> Mus musculus
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gcgetcecggee
tctgecgaget
ttecectcetece
tctgegectg
tceecggagte
ggcggtggeg
gceegectge
ggagcccgec
cgcgteectgt
atcagtgtct
gccggtggga
tttcgcagga
tatggacttt
tgtgaagttce
agaggtctat
catacctgac
caccctgaag
tagtggaaag

ggatgttaat

gggccgccct
gtececeegete
cctetttect
gctcectegg
tceecegeteg
ctggggggca
cgagcgcegcet
ggcccggece
ttctgtacag
gttgctgcetg
cccattaggt
gaatacgttc
tccatccegta
cagaaaggat
gtactcgcca
cagaaagtga
tggttcaaag
aatgtctcct

tctaaggtca
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cgcgetggec
gcgettgete
tctecctege
gtcegetece
gcggegtete
gcggaggggg
caccgceccgcet
ctggeccgect
gagccacggg
gggattcgac
ggtacagagg
ctcgaattag
tcagtaatgt
catcagagcce
aaccttctce
acttcacctg
atgggcaaga
acaacatctc

tctgegaggt

togtgggatt goctaacochgt Cctaasticat

acagktoocog
ogaggatoka
gaatctaoaca
atotgoteat
gatcacooga
aaccttocct
grtgtgotitg
Jgaaagocandg
aataacccag
JoCCAsagag
aageattgag
catggtacan
tgotagtgte
cacaagtttt

gtoocoocagaa

acgtcaatga
cagotgakat
AAgaacasgy
Agagagqgacy
aaccatacog
gataataatg
ctogtagtec
gogtcaacat
atccaggaca
aagaagooog
AcEggoasag
chkoagooggg
caggtoccaga
cttgtoctac

ggocagghog

accaggtgas
ggctggagaa
atgggaccka
tggtgtteas
tgoktgggatt
ctaccoacaa
tgctgatgge
cttoocacacg
caaatgacat
Sacooogggo
tgectaggoa
CACAgOEAga
ggaagtgaat
atggagLggs
cacgggtoct

tcgecgacgge
tcecgatctee
tatccgetece
ctttececegee
attgtgggag
aggggcctta
ctcectectt
agggccgctg
gaaggaactg
cgttctgaac
agtagggcca
aaatgtttca
caccccagca
tgacacagaa
accggaggta
caagtctcat
actccaccce
cagcacagtc

agcccacatc

cogagtittea
cobtcacobgo
tggaaacgta
taattacaca
ghgocaggtyg
tgoccacteg
ctggaatgte
tgoctotetac
gLtgoacgag
caacgacatc
cootgagock
agaggatace
codaaagaat
ggggctgtog
catgacgagg

LGQERCCAG
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tccgecacage
gtecececgete
cccgecceeg
ggcctggecce
ggggtcagat
gtcgttegece
gctctgecage
ctgctetgece
aaggtgactc
tgcactttga
agccggcetgt
gatactacta
gatgctggca
atacaatctg
tcecggeccag
ggcttctectce
ttggagacca
agggtggtac

accttggata

SCCAZogTga
cgggotgaga
toacggaaksg
agokbgthoa
aagoacgaca
agtgatcaag
tteatogghtg
ctooctoogga
CCoJagaaga
acatacgoag
aacaaccaca
atocacctatg
gagoaatokt
tetgtactag
acatocagoo

gtaagggtgy

ccgcactcege
cctectececte
tgcctcectgge
ggcgtcacge
caccccgecg
cgcgccgecce
cgcggceccat
tgctgetete
agcctgagaa
ccteettgtt
tgatctacag
agagaaacaa
tctactactg
gagggggaac
cagacagggg
cccggaatat
ccgtgaacce
taaactccat

gaagccctct

aggtcascca
ggttoctacoe
acacsgogdaa
rggtgaacto
Ascagooage
ggagocatgoa
tgggogtoge
tcaaacagaa
aCgoCcaggga
acctgaatct
cagaatatgo
ctgacoctgga
tatcagagta
goecccateee
agocaatoct

cotttgbott

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
lean
1740
1800
1860
1520
15380
2040
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cootoogtgg
gttgcagaas
oggeoocatoa
ttacagagob
gogacoagas
goaagtttta
aaggaaccct
ctoccttoca
ggacgootgt
aatttgattt
ttttgattket
gttgaatggt
tattacagoa
cteagetget
gocacatgge

aatgotgace

cbtocttcaaca
cagagggoga
ctogtgggte
tggtattotyg
teocotttaga
agoocaacagt
ctectoctag
ghtocococagott
aaattattga
atgotgttta
tettatttao
tgggtotbgt
gaascagatt
acttocagea
tggoectttg

taatgttgge
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coctocttgggo
actggagasaa
tggatoctgg
tgtagagaag
toaasacgos
gotggactea
awcagolgag
gottocctooa
gaaat.gtgaa
gttgttgteg
cttaaaacas
gaagtotgag
tttttoaaat
cocagogtoa
cotecatgge

cattoccacat

<210> 2

cactcacaag
aatoagtgoa
agaacctggt
tggctogaga
tggctggyce
tcaggaagtg
gtaagcagag
gyacooagat
ctgagttgge
ggotgtotta
aagacatcac
ggcatoctaa
gtgtagottt
aaagaagaga
gaaggasaca

tttttgtaat

<211> 509

<212> PRT

cacttoagag
aggaggagtac
catacctgtyg
gtetgggoag
caatgooaag
gaggogotaa
coaacctgoo
ctgtaggget
ctoactggoe
taatteocaaa
atgtgtatac
ttttgtotta
ggctttaace
agagaagogo
goecctgbtt

asagattbet

goatgoagag
ogttttttga
dcaacacags
aggototgac
tggttatgge
tgtococcaat
tatttotgta
gotgacotga
cagcaaacoa
gogttogttg
acacacgggt
agrttttttyg
aggoagootg
cotgtgagga
tgtacatagt
goggtaacaat

accoacgtoe
gotgoctgga
tottggoaac
agotoacaak
coatotgtgg
ccacckoaca
actocctggg
getagoacta
ctgtgoagte
ggtttoctLtt
Cagoagoage
gtotaacagt
toooagaate
ctgggacgaa
tactgtggta

tgaggggaca

agaagggaca
cagtasacok
tgtgagocag
cotocacect
aaccctgact
coctggggat
ggtgogactyg
tactEctcat
gaacttgbet
gtaaagcteo
gtatagatga
gagggagaaa
ggggctooca
gtgggatttyg

tgeaacttaa

ABABAAAAAAAA

30

ccthottoog
atccaagaag
cocaggtbge
ateckacscaa
asgaactaca
ggckgactag
catgttoagt
actocagcagoe
ttaaagctaa
cttbttaatt
atckbggoke
ttattgtoot
atgaggacaa
ccaggecctg
agtgoagect

aggtoaghbga

ctoggocago
cagoaggata
ggoadacoac
ttaasactgga
atctggtott
tocctgatteoo
ggatgttagg
aatggaatak
ttotocogge
accoaattat
gttaaaagaa
ggaacaaggo
agocctatgga
tttttotgta
aatttttgge

Aaaasaas

gaggotgggt
Egbtghgoct
ghoctbgatyg
chbgagattt
cocagaagtoa
coatgaggag
gtggooooac
atogototgt
gatgttagaa
Ectttttokt
Etbgtoatgh
ggaaggatte
agaaggates

ttettacaag
tgtotgacees

tgococoooth

totckgaggt
acackggaan
ceactgbeac
tgcoggggeo
aacatgtage
agotattoat
agoacagocaa
agaagttagg
catgttettyg
cctetgecta
tgtoctoget
aagggaagat
accoctggtac
gaccagatga

tbgeasaata

2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2540
3000

3060

31z0
3180
3240
3300
3360
3420
34E0
3540
3600
3660
3T20
3TEO
JE40
3900
3960

4007
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<213> Mus musculus

<400> 2

Cys

Glu

Fra
5

Bar

Glu Fro

Lau Lys

a5

Ser Thr

50

Ile Arg

Ala

Loz

20

Val

Val

Trp

Phe Ala Gly

Thr Lys Arg

Pra

Ser

Val

145

Gly

Sar

Hiz

Ala

Elu

130

Leu

Ile

Fro

Pro

Ila
210

Aap
115

Fro

Pro

Arg

Leu
135

Sar

ABRN

100

Ala

Aap

Lys

Asp

ABN

180

Glu

Sar

Gly

Sar

Thr

Tyr

Elu
L]

AET

Gly

The

Beo

Gln

-1

Ila

The

ES 2710282 T3

Fro

Ala

GFln

Asn

Mat

Ile

Glu

Saer

150

Thz

The

al

Ala

Jar

Fro

Cys
55

Gly

val

Tyr

Ile

135

Pra

Val

L

Val

hrqg
215

Fro Gly

Cya Phe
25

Glu Lys
41

Thr Leu

val Gly

Fro Arg

Fhe Ser
105

Tyr Cya
120

GEln Ser

Bre Glu

Asn Phe

Lys Trp
185

Aan Pro
200

Val val

31

ATy

Cys

Ser

The

Pra

Ile
]

Ila

Yal

Gly

Yal

The

1m0

Fha

Ser

Lan

Lau

Val

saer

Bar
15

Arg

Arg

Lys

Ely

Sar

155

Cys

LyS

Gly

ASTI

Gly

Gly

Sar

Leu

&l

ASN

Lla

Phea

Gly

140

Gly

Lys

Ser
220

Fro

Rla

Val
45

Leun

Ser

Glm

125

Thr

Bra

Sar

Gly

Aan
205

Lauy

Thr

30

Ala

Pra

Lau

Ser

ABN
110

Lya

Glu

Hisz

Eln

190

Val

ASPR

Lanu

L5

=ly

Ala

Val

Ila

ASp

Val

Gly

val

hasp

Gly

175

Glu

Val

Lys

Gly

Gly

Tyr

BO

Thr

Thr

Sar

Tyr

Lan

Ty

ABD
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Sar

225

Wal

The

Ly
308

Far

His

Thr

Lean

385

Lya

Lys

ASp

Lys

Lys

Cya

Ela

290

Asn

Gln

Ser

His

370

val

Lya

Asn

Ile

Wal

Gly

Wal

Thr

Ala

Gln

Sar

355

Asn

val

Ala

Ala

Thr
435

Ile

Ile

Thr

260

Gly

Rap

His

Pro

340

Trp

Lya

Arg
420

TYE

Cys

Ala

245

Zln

Elua

AEBN

Gly

Arg
325

Gln

Asn

Gly
405

Glu

Ala

ES 2710282 T3

Glu

230

AEmn

Glmn

Arg

Val

The

310

Glu

Ila

Gly

Val

Met

390

Sar

Ile

ABP

Val

Lz

Ser

Phea

Sar

205

Tyr

Asp

Thr

Ser

Phe

ars

Ala

Thr

Thr

Bro

Tyr

280

Arg

Asn

wal

Mat
360

Ila

Ala

Gln

ASTH
440

32

His

Aan

Thr

263

Pro

ABTL

Tyr

val

345

Gln

Gly

Bar

Ile
425

Ile

Fha

250

Sar

GElu

Asp

Fhe
aan

His

The

Val

TyE

The

410

Gln

FEoQ

Thr

235

Ile

Mat

hep

Thr

Sar

315

Thr

Thr

Phe

Gly

385

Asp

Lys

Lau

Arg

Rsn

Leauy

Fro

300

Laais

Cys

Val

Bro

Yal

aan

Liaiy

Thr

EFlu

WVal

Gln

Gln

285

Lys

Phe

Gln

L

385

Ala

His

hsn

Lys
445

Val
270

ASD

val

Gly

350

Asn

Cys

Ile

Glu

Asp

430

Lys

Ser

Fro

255

Asn

Ile

Val

Lysa

335

Fhe

Asn

Lys

Pro

4135

Ile

FEQ

Bro
240

Thr

Trp

Thr

Aan

320

His

Ala

Gln

4200

Elu

Aan

Ala
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Sar

225

Wal

The

Ly
308

Far

His

Thr

Lean

385

Lya

Lys

ASp

Lys

Lys

Cya

Ela

290

Asn

Gln

Ser

His

370

val

Lya

Asn

Ile

Wal

Gly

Wal

Thr

Ala

Gln

Sar

355

Asn

val

Ala

Ala

Thr
435

Ile

Ile

Thr

260

Gly

Rap

His

Pro

340

Trp

Lya

Arg
420

TYE

Cys

Ala

245

Zln

Elua

AEBN

Gly

Arg
325

Gln

Asn

Gly
405

Glu

Ala

ES 2710282 T3

Glu

230

AEmn

Glmn

Arg

Val

The

310

Glu

Ila

Gly

Val

Met

390

Sar

Ile

ABP

Val

Lz

Ser

Phea

Sar

205

Tyr

Asp

Thr

Ser

Phe

ars

Ala

Thr

Thr

Bro

Tyr

280

Arg

Asn

wal

Mat
360

Ila

Ala

Gln

ASTH
440

33

His

Aan

Thr

263

Pro

ABTL

Tyr

val

345

Gln

Gly

Bar

Ile
425

Ile

Fha

250

Sar

GElu

Asp

Fhe
aan

His

The

Val

TyE

The

410

Gln

FEoQ

Thr

235

Ile

Mat

hep

Thr

Sar

315

Thr

Thr

Phe

Gly

385

Asp

Lys

Lau

Arg

Rsn

Leauy

Fro

300

Laais

Cys

Val

Bro

Yal

aan

Liaiy

Thr

EFlu

WVal

Gln

Gln

285

Lys

Phe

Gln

L

385

Ala

His

hsn

Lys
445

Val
270

ASD

val

Gly

350

Asn

Cys

Ile

Glu

Asp

430

Lys

Ser

Fro

255

Asn

Ile

Val

Lysa

335

Fhe

Asn

Lys

Pro

4135

Ile

FEQ

Bro
240

Thr

Trp

Thr

Aan

320

His

Ala

Gln

4200

Elu

Aan

Ala
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<210> 3

Pro Arg Ala Pro

450

The Gly Lys Val

465

Asp Met Val His

Ser Phe Ser Glu

<211> 4201

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 3

tcocggoooga
ctggggaggy
tegoogoote
aggcyagyay
togoagogeot
goEageasag

atggagooog

GElu

ES 2710282 T3

Pro ASn
455

Pro Arg Pro

470

Lau Ser Arg

485

500

acogacocco
ttasaaggea
cagoctotog
aggtoggocy
gaccttagaa
gaggogetto

ceggecegge

Tyr Ala Ser

dagaggggac
gasgoooaaa
coagtgggaa
caacttoocco
aaacaagttt
cagtgoatta

coooggoogse

Aan His

Glu Asp

Ala Gln

The Glu Tyr Ala

460

Thr Leu Thr Tyr

4735

Fro Ala Fro Lys

430

val Gln
205

ttoagotttyg
cgocoocege
geggggagca
ggtocacctt
gogoaaagtyg
cageccteqe

ctegggocgs

34

gggotoagag
gooooogogae
geogogoygc
aagaggacga
gagoggggac
gogogyogaa

tgototgoot

Wal Gln Arg Lys

goacgaccto
coogacteet
cggaTtocgy
tgtagococage
coggoctotg
googoggoos

getgeteges

495

Ber Ile Glu

Ala Asp Leu

480

Fro Glu Fro

a0

120

1LED

240

300

360

420
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gogroctgog
aagrcogtgt
atocokgtag
aatcasAAAg
assatggact
totgtgaagt
gagctgtotg
acacctoage
acoctgaaat
gtaggagaga
gacgttoact
cgtgggactyg
cageoagtga
cagagactan
acogttacag
totgoocaca
ghoagoaaaa
gocogolgaga
acothgotgg
gaccagggot
acacaggaca
gat coacagg
cagooogogt
acocooaage
gtocogagga
gtoccacagg
Lgoaggotol
coagoactba
aagttgocas
gaactottgt
atgectoogaa

aooanotooa

coctggToagy
tggttgoage
gooooataca
aaggocactt
tttacatoog
tooggaaagg
tgogogooaa
acacagbgag
ggttcaaaaa
gogtgtocta
ctoaagboat
ccaactbgte
gogaagagaa
agoctgacatg
agaacaagga
gggatgatgt
gooatgacct
acactggatc
tggooctact
ccagtkotto
casstgatat
ctgeggagee
cggaggacac
aAgoogqQEoooc
agtgaatggy
gagocgoogt
JUgacCCagy
cEgggoagos
AcaagEoagg
goctoogtos
goctgatott

CoacCabcac

ES 2710282 T3

agrggogggt
tggagagaca
gtggttcagsa
acocoggrta
aateggtaas
gagoooogat
accetotgoo
cttcacctgs
tgggaatgag
cagoatcocac
ctgogaggtg
tgagaacata
acaqgtgaat
gttggagaat
tggtacctac
gaagotoaco
gaaggtctoa
taatgaacyg
FALFIOGTCT
tacaaggtig
cacatatgos
cascasccan
cctoacctat
caagectgag
acoghggttt
gatgagoaca
ggocaggaty
acggoocook
gaacoaacat
atcacoatgt
coagggtogy

SacCcaccanc

gaggaggagc
gocackctge
ggagobagac
acaackgbbl
atoaceaaag
gacgtggagt
cocogtggtat
gagtoocoacyg
ctotcagact
agoacagoca
goacacgtea
cgagtbocas
gtaacetgoe
ggasacgtgt
aactggatga
tgocaggtog
goocaccoga
aacatctata
chotacoteqg
catgagoocy
gacotgaace
acggagtatyg
gotgacetgg
cogtocttot
gototagoac
gocaacooag
gotatkatot
cooococacat
gogaagtoge
gggttttgaa
gaggagaaaa

acoaccacta

35

tgoaggtgat
gotgoackgo
CAGIaSTITa
cagagatoan
cagatgeeagy
ttaagtotgg
cgggooctge
gottotoace
tocagacocaa
aggtggtgot
cotbgoagyg
aoacattoga
agrbgaggas
coeggacaga
gotggotoot
agoatgacgg
agyagcaggy
trgtggtagy
toocgaatoag
agaagaaktga
tgecoaagay
aoagaatkaa
acatggtcocoa
cagagtacgo
coatotctac
ttocoggagy
goccascoat
tgocacakac
sagasatgan
gacoot ogac
toccacckoa

CoantacCac

tocagootgac
gacctototyg
atbtaaktataes
ABAGAgAAAE
casctastae
agoaggoact
ggcgagaygcc
cagagacatc
cgtggacoce
gaccogogaqg
ggaccotate
gottactoas
ghitotasase
assggoctoa
ggtgaatgta
goagooagoy
ctoaaatace
tgtggtgtgc
acagaagaas
cRgagasata
gasgaagock
gadcagaceg
cotocaaccgyg
cagoghocag
gogotttott
gotggagegy
cottggatot
chggaggety
tgggobacas
tgoctocceg
cotgacatoe

coaactgogy

480

B40

00

&60

720

780

840

sao

L
1020
1080
1140
1240
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1e20
1680
1740
1800
1860
1520
1530
2040
2100
2180
2220
2280

2340
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<210> 4

ctagagtggy
aaaactotgg
cateocctagg
gagacasssn
ckocacoogg
caacatotog
ctgaggtgtt
goaacghgat
gaggtttaas
aagtoccaga
goocttotgge
goecttotghbg
tgacagtgoa
gtgaagatgsa
gggatagtgg
tgagotgato
chggaataaa
eetetgtons
cocaghogggt
ttcagtotto
gatgooocaag
ggaggtoota
cacctggtga
gokthggooa
ggctagttec
gagacagoac
tttettggtg
akaaggooas
cetbgbgtat
ghttocaggag
geaacttaas

a

<211> 504

<212> PRT

gaagatttco
aacccatatc
ctaaagagcoc
aototgotte
acaoatotok
ctgtggacgco
agaaaactitg
cttggotgte
agtttgttgt
acoocaagaa
tgggactgac
accoogobgt
gtottatega
cagaootacs
caatggocgt
cttgaagaag
ttgaagacag
agaaggtigg
gtgagggock
actataactc
ggatttotgy
caggtgaaac
tttoaatgat
gagotooogt
aaattccaaa
atacgtgtge
coatttteat
ggaagatgta
tgaacococcag
tttattttaa

etttttgget

ES 2710282 T3

ceotttagato
caggettggt
atgagtcctyg
ettgggteaa
cockbotaga
ctgtaaatta
atctgtggtg
tgteatgtgt
eetggaggga
tgggoaagas
thtggocatgt
ggtaagtoca
gacccaatga
caccacotat
ctaktootaoa
aaatcttooa
coagggggat
coagaggatyg
gacogggoo
ttagagttga
ctoaggotght
tgoaggagot
ggeatocagy
ghggoatobg
agattggott
acacgoatgs
tttattttat
tagobttaga
gaaaaggasg
gactgoctggy

tgeasaatat

aaactgocco
gaggttgcty
Faggaggaga
tooaagacte
aotgagoteg
ctgagaaatg
ttttgtitig
tgaagtocat
ttttottaca
ggatocaggte
toctoagotga
goctgoocag
atoagtetge
cataageact
aotttagtga
tttotgetet
gotgoagotyg
tgacacaght
agggoaagoa
gacgotaatyg
aaaagtagct
cagoatagac
asttagotga
ggagooacag
gtaaaccttc
acacacacat
tttttaatke
tttagootgg
aggtogaace
aaggaaacayg

ttttgtaata

36

ttocatggaa
ccaacagtoc
ggacccoteoc
cokggggaaa
ecoctacaga
tgaaacgtgc
ttttttttet
ggttgggtet
goegaagastt
agoocactooo
gooacgoggs
gactgctgag
tcatcogtasa
thaggaacan
cogoooooat
caaaccotac
tgaagotogg
accctttaac
gatgtogoaa
ttcatgacte
gagoocatoot
ccagetetat
goCAscagan
tgacocagaa
gtotocotet
tocagtatttt
thggagggog
caacotggag
aacocotgogy
gococatttt

aagatttotg

aagctggaaa
tggoctocoo
caaaggactyg

aactgtgtig

tagoactaag
aatcttgaaa
taaaacaaca
togtgaagtet
gagttestes
tggagacaca
tggtagtgea
ggotgooctot
agtggggata
acagagggta
coaggoteto
tgggatoaaa
gotgatteoce
coccaccott
goootattta
ctggocttgy
goocoattoot
gouggatggt
catgtggaca
acotggotca
cttttacceca
aaaagaatgt
aaataaggga
aatoocacata
aaggagcatyg
gtatatagtt
ggtaataatyg

2400
2460
2520
2580
2640
2700
2780
2B20
2880
2540
anoo
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
J4B0
3540
3600
3860
3720
3780
3840
3300
3360
4020
4080
4140
4200

4201
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<213> Homo sapiens

<400> 4

Mat

Lean1

Flu

Glu

Prd

65

Asn

The

Pro

Pra

Arg

145

The

Pro

Ile

Glu

Leu

Thr

Ile

Gln

Lys

Asp
130

Ala

Pro

Phe

His

Fro

L

Glo
s

Ala

Gln

Asp
115

Asp

Lya

Gln

Asp

Gln

1595

Ser

Ala

Ala

20

Val

Thr

Trp

Gla

ASn

100

Ala

Val

Pro

Hig

Ila

130

Thr

Thr

Gly

Ala

Ile

Phe

Gly

85

AEn

Gly

Glu

Sar

The

165

Thr

hAsn

Ala

ES 2710282 T3

Fro

Ser

Eln

Arg

The

Pha

Bla

150

Val

Lau

Wal

Lys

Ala

Cya

Bro

Cya

Gly

Phe

Asp

Tyr

Lys

135

Pro

Sar

Lys

Asp

Yal

Fro

Ala

hap

40

Ala

Bro

Fhe

Tyr

120

Ser

val

Phe

Trp

Pro

200

Val

Gly

Trp

25

Ly=

Ala

Gly

hrg

Sar

108

Cy=

Gly

val

Thr

Fha

135

val

L

37

Arg

Sar

Bar

The

Pra

Val

an

Ile

Val

Sar

Cys

170

Lys

=1y

The

Lau

Gly

Val

Ser

Gly

Arg

Lys

Gly

Gly

155

EZlu

Asn

Glu

GEly

val

Thr

Ile

Phe

Thr

141

Pro

Gly

Sar

Glu

Fro

Ala

Val

45

Ila

Glu

Val

Gly

Ala

Hig

Asn

Val
205

hsp

Lian

Gly

30

Ala

Fro

L

Ser

AEn

110

Lys

Lau

Ala

Gly

Glu

100

Bar

Wal

Lau

15

Glu

Ala

wal

Ile

Asp

a5

Ile

Gly

Ser

Rrg

Phe

175

Lau

TyE

His

Cys

zlu

GLly

Gly

Tyr

BO

Thr

Sar

Val

Ala

160

Sar

Sar

Sar

Ser
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Glm

225

Glu

Cys

Glu

Asn

305

Ber

Gly

Fro

Glu

Ala

385

RAla

Ala

Men

hsn

210

wal

Gly

Val

Gln

Asn

200

Lys

Ala

Gln

Lys

370

Leu

Glm

Arg

Laun

His
450

Ila

The

The

Val

275

Gly

Hig

Fro

Glu

355

Asn

Lz

Gly

Glu

Proa

435

Thr

Cys

Ala

Gln

260

Arg

Gly

Rryg

Ala

340

Gln

Ila

Met

Ear

Ila

420

Lys

Gla

Glu

Asn

245

Gln

Lys

val

Thr

325

Val

Gly

Tyr

Ala

Thr

408

Thr

Gly

Tyr

ES 2710282 T3

val

230

Pro

Fhe

Ser

Tyr

310

Sar

Sar

Ila

Ala

350

Ear

Gln

Lys

Ala

218

Ala

Ear

Val

Tyr

Arg

205

Asn

Val

Lys

RSN

YVal

373

Bar

Asp

Lys

Ser
455

Hisz

Glua

Arg

Pro

280

Thr

Trp

Lya

Fer

Thr

360

YVal

Tyr

Thr

Thr

Bro

440

Ile

val

Thr

Ala

265

Gln

Glu

Lz

His

348

Ala

Gly

Aszn
4258

Ala

Glon

38

Thr

Ile

230

Glu

Thr

Thr

330

Aap

Ala

Val

Val

Liesa

4114

Asp

Ero

218

hsn

Ala

Trp

315

Cys

Glu

Val

395

Hiaz

Ile

Gln

224

Gln

Val

Gln

Gln

Sar

304

Gln

Lya

ASN

Cys

280

Ila

Glu

Ala

Bro
484

Gly

Fro

Val

Leu

285

Thr

Val

val

Thr

&5

Thr

Pro

Tyr

Ala
445

Gln

Asp

Fro

Asn

270

Thr

Val

Val

GElu

Ser

354

Gly

Gln

Glu

Ala

434

Glu

Bro

Pro

Thr

255

Val

Irp

Thr

Asn

His

335

Ala

Ser

Lys

Lya

4158

Asp

Bro

Ala

240

Thr

Leu

Glu

Val

320

Aap

His

ABN

YVal

Lys

400

Aan
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<210>5

<211> 508

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 5

Cys

Glu

Gly

Gly

65

Tyr

The

Sar

Val

145

Ala

Glu

Glu

Glu

50

Prd

Asn

Thr

Pro

Bro

130

Arg

Fro

Thr

Ila

GLln

Lys

Ala

115

hasp

Ala

Pro

Ala

L

Gl

Ala

Gln

Ly

Arg

100

hsp

Lys

Gln

Gly

Ser

Val

Thr

Trp

Glu

85

Asn

Rla

WVal

Fro

Hi=
168

Fro

Ala

Ila

Lan

Phe

To

Gly

Gly

Glu

Sar

150

The

Ala

Ser

Gln

Arg

55

His

et

Fhae
135

Ala

Val

Fro

Cys

Bro
40

Cys

Gly

Fhe

Asp

Tyr

120

Lys

Fro

Gly

Fhe

Thr

Ala

EFro

Fhe

105

Tyr

Ear

Val

Fhe

39

Arg

Cys=

Lys

Ala

Gly

Arg

20

Ser

Cy=

Gly

al

The
170

Laan

The

Sar

The

Pra

T5

Val

Ila

Val

Ala

Sar

155

Cys

Gly

Gly

Val

Sar

60

Gly

Arg

Lys

Gly

140

Glu

Fro

Yal

Thr

Ila

Fhe

125

Thr

Fro

Ala

Val

Ila

Glu

Val

Gly

110

Glu

Ala

Hig

Ly

Gly

Ala

Fro

Lau

Ser

25

Asn

Ly=

Lau

Ala

Gly
178

Glu

Ala

Val

Ile

Ed

Asp

Ila

Gly

Sar

160

Phe
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Sar

Sar

Sar

Sar

225

L=

Thr

Glu
308

Val

His

His

Val

345

Lys

Asn

Fra

Asp

Ila

210

GLln

Arg

Glu

Cys

EZlu

290

ABn

Sar

Gly

Pra

ABn

g

Val

Ala

Ala

Arg

Fha

195

His

val

Gly

Val

Gln

275

hsn

Lya

RAla

Eln

Lys

ELL]

Trp

Lo

Lys

hrg

180

Gln

Sar

Ila

The

The

260

val

Gly

Asp

His

Bra

340

Elu

ABEn

Gly

Elu
420

Ila

Thr

Thr

Cys

Rla

2458

Gln

Arg

hAsn

Gly

Arg

328

Ala

Glo

WVal

Ser
405

Ile
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Thr

AN

Ala

Glu

230

Aan

Gln

Lya

Val

ain

Aap

Val

Gly

Phe

Ala
380

Lan

val

Lys

215

Val

Loz

Fro

Fhe

Sar

208

Tyr

hep

Sar

Ser

Ile

378

Ala

Sar

Gln

Lys

Asp

200

val

Ala

Ser

val

YL

280

Asn

val

Lys

ABEn

360

Gly

Ile

Trp

1ES

Fro

val

His

Glu

Arg

265

Fro

Thr

Trp

Lys

Ser

345

Thr

Val

Tyr

Thr

Gln
425

40

Fha

val

val

Thr

250

Ala

Gln

Glu

L

33aq
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Gly

Lys

Gly

Thr

Thr

235

Ile

Glu
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The

Sar

ERR]

The

hsp

Ala

Val
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395

Lau

Thr
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Ala
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Rsp
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3440
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Gly
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Glu

Glm

wal

Gln

Gln

285

Sar

Lau

Gln

Lys

A

365

Cys

Ilex

Glu

hsp

Asn

130

val

ASp

Gly

Pro

val

270

Thr

Lea

Val

Val

LT

Ala

Lys

Bro

Ile
434

Glu

S8r

wal

ASp

Pro

2585

Asn

Val

wal

Glu

338

Sar

Lau

Gln

Glu

415

Asn

TYEr

Fro

240

Thr
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Trp

The

Aan
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Lys

404

Lys
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Ila Thr

Rrg Ala
450

Gly Lys
465

Mat Val

Phe Ser

<210>6
<211> 200

<212> ADN

Tyr Ala

435

Pro Glo

val Pro

His Leuw

Glu Tyr
500

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 6

agctotoota
cacaatctes
ctttgotage

ctacattgga

<210>7
<211> 199

<212> ADN

Asp

Pra

hrg

Eer

4ES

Ala
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Lau

Asn

Fro
470

Ser

AST

Asn

455

zlu

Ala

val

440

His

Asp

Gln

Gln

Fro

Thr

The

BPra

Val
LTl

Lys

Glu

Lean

Ala

480

Gln

Glu

Tyr

Thr
475

Pro

Lys

Ala
460

Tyr

Lys

Lya

Lys

445

Ear

Ala

Bro

Fro Ala

Fro

Ile Glu Thr

Asp Leu

Glu Pra
435

coactagact gotgagacao gotgobockge tocaggactog atttcocagta

ctetttgaaa agtaccacac atecctgggot gotottgeoat ttgtghgaca

caggotocagt cotgggttoc aggtggggac tocaaacacas tggoacgagt

tattotbagh

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<400>7

gotoocooatt
tocootggotg
gtatgotata

goccocotaa

cotocactgge coagoocohbe ttoocctacte tttotagooco ctgoctocato

cocatbgggag cotgooocac bggaagocay togagataac ttogtataat

egaagttata tgoatggect cegegocggy tittggeges tocogoggge

toacqggoga

41
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&l
120
180

200

&0
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<210> 8

<211> 200

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 8
cattotoagt attgbttbgoe caagttotaa tbocatcaga cotogacotg cagocootag a0
ataacttogt ataatgtatg ctatacgaag ttatgeotage tgtotcoatag aggetggoga 120
tctggotoag ggacagocag tactgoaaag agtatccocttg tteoatacott ctoctagbgg 1B0
ceatotooct gggacaghtea 200
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REIVINDICACIONES

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

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

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

El roedor de conformidad con la reivindicacion 3, en donde dicha proteina SIRPa humanizada comprende los
residuos de aminoacidos 28-362 de la sec. con num. de ident.: 4.

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

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

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

La célula o tejido aislados de conformidad con la reivindicacion 6 u 7, en donde la célula o tejido no expresa
una proteina SIRPa de roedor.

La célula de roedor aislada de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 6-8, en donde la célula de
roedor es una célula madre embrionaria de roedor.

Un método para obtener un roedor, que comprende:

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

y
(b) crear un roedor con el uso de la célula ES modificada obtenida en (a).

El método de conformidad con la reivindicacién 10, en donde el gen de SIRPa humanizado comprende los
exones 1, 5, 6, 7 y 8 de dicho gen de SIRPa de roedor.

El método de conformidad con la reivindicacion 10 u 11, en donde dicha proteina SIRPa humana comprende
la secuencia de aminoacidos como se expone en la sec. con num. de ident.: 4.

El roedor de conformidad con la reivindicacion 12, en donde dicha proteina SIRPa humanizada comprende los
residuos de aminoacidos 28-362 de la sec. con num. de ident.: 4.

Un método para evaluar la eficacia terapéutica de un farmaco para dirigirse a células humanas, que comprende:
(a) proporcionar un roedor de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-6 en el cual se han
trasplantado una o mas células humanas;

(b) administrar un candidato a farmaco a dicho ratén; y

(c) monitorear las células humanas en el roedor para determinar la eficacia terapéutica del candidato a farmaco.
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15. El roedor de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-5, la células o tejidos de roedor asiladode
conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 6-9 o el método de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 10-14, en donde el roedor es una rata.
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