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DESCRIPCION
Ratones que producen anticuerpos de cadena pesada
Campo de la invencion

El campo de la invencion es ratones genéticamente modificados que producen anticuerpos de cadena pesada, en
particular ratones genéticamente modificados que comprenden una delecién de la secuencia de nucledétidos en una
secuencia que codifica un dominio CH1 (o dominio CH1 y regién bisagra) de un gen de inmunoglobulina gamma
(IgG), pero que son capaces de expresar una IgM que no carece de un dominio CH1 funcional, y en particular
ratones que son capaces de producir moléculas de IgM no mutantes (es decir, con dominios CH1) pero que
producen anticuerpos de IgG de la cadena pesada que carecen de un dominio CH1 funcional (o dominio CH1 y
regién bisagra).

Antecedentes

En la mayoria de los animales, las cadenas pesadas de la inmunoglobulina normales solo se expresan bien cuando
se acoplan con sus cadenas ligeras relacionadas. En seres humanos, las cadenas pesadas solitarias se encuentran
en la enfermedad de la cadena pesada que se manifiesta por cadenas pesadas disfuncionales que carecen de
secuencias de los dominios pesados variables, el CH1, o los dominios pesados variables y CH1. Cadenas pesadas
que carecen de cadenas ligeras se encuentran en ciertas especies de peces y en camellos. Tales cadenas pesadas
carecen de un dominio CH1 funcional y tienen caracteristicas no humanas en sus dominios variables de la cadena
pesada. Se han hecho intentos por producir anticuerpos camelizados modificando ratones para expresar genes
camelizados que imitan a los dominios VHH encontrados en camellos o ciertas especies de peces, en parte por la
eliminacion de dominios CH1 de IgM y IgG y que conforman las regiones variables de la cadena pesada para
parecerse a aquellas de camellos y/o ciertas especies de pescado. Sin embargo, cabria esperar que los anticuerpos
camelizados indujeran respuestas inmunitarias en animales distintos de camello.

Hay una necesidad en la materia de animales no humanos genéticamente modificados que produzcan anticuerpos
de cadena pesada que tienen dominios VH no de camélido.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 ilustra un locus de IgG1 no mutante en un ratén (IgG1, arriba), que muestra el segmento de gen de la
region JH que se fusiona con un segmento de gen de CH1, seguido de una region bisagra, un segmento de gen
de CH2 y un segmento de gen de CH3; un locus de IgG1 elegido como diana con una construccion que elimina
un dominio CH1 (IgG1ACH1, centro); y un locus de IgG1 elegido como diana con una construccion que deleciona
tanto un dominio CH1 como una region bisagra (IgG1ACH1-Abisagra, abajo).

La Figura 2 ilustra el direccionamiento de un gen de IgG1 de ratdén para producir un locus genéticamente
modificado que expresa una IgG1 que carece de un dominio CH1.

La Figura 3 ilustra el direccionamiento de un gen de IgG1 de ratdén para producir un locus genéticamente
modificado que expresa una IgG1 que carece de un dominio CH1 y que carece de una region bisagra.

La Figura 4 ilustra el direccionamiento de un locus de la regién constante de la cadena pesada de ratdn para
producir un locus genéticamente modificado que expresa una IgG1 que carece de un dominio CH1, y no expresa
una IgG2b o una IgG2a.

La Figura 5 ilustra una region constante de la cadena pesada de ratén elegida como diana con una construccién
que deleciona un dominio CH1 y deleciona una region bisagra y que deleciona un gen de IgG2b y un gen de
IgG2a.

La Figura 6 ilustra una region constante de la cadena pesada de un ratéon genéticamente modificado que tiene
una IgG1 que carece de un dominio CH1 o carece de un dominio CH1 y una regién bisagra (arriba), y una regién
constante de la cadena pesada de un ratdén genéticamente modificado que tiene una IgG1 que carece de un
dominio CH1 o carece de un dominio CH1 y una region bisagra, y que carece de un gen de IgG2a y carece de un
gen de IgG2b (abajo).

La Figura 7 muestra transferencias Western de sobrenadantes de células CHO a partir de células CHO
manipuladas por ingenieria para expresar independientemente anticuerpo de cadena pesada de control (fusién
del ectodominio de citocina con una Fc de ratén), quimérico (VR humana)/(Fc de raton) que carece de un
dominio CH1 (hVR-mFcACH1), anticuerpo de cadena pesada quimérico camelizado (VR humana)/(Fc de ratén)
que carece de un dominio CH1 (hVR*-mFcACH1), anticuerpo de cadena pesada quimérico (VR humana)/(Fc de
ratén) (hVR-mFc), anticuerpo de cadena pesada quimérico camelizado (VR humana)/(Fc de ratén) (hVR*-mFc),
mFc con (mFc) o sin (mMFcACH1) un dominio CH1.

La Figura 8 muestra imagenes de transferencia Western de una SDS-PAGE reductora de sueros de ratén de un
ratén no mutante (izquierda) y de un ratén genéticamente modificado cuya IgG1 carece de un dominio CH1 y
carece de una region bisagra (heterocigética) (derecha), transferida con IgG anti-ratén; se proporcionan
esquemas de las cadenas pesadas, ya que son posiciones de marcador de peso molecular.

La Figura 9 muestra imagenes de transferencias Western de una SDS-PAGE no reductora de sueros de ratén de
un ratén no mutante (WT) y cuatro ratones genéticamente modificados cuya IgG1 carece de un dominio CH1 y
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carece de una region bisagra (homocigética; indicada como HO 1, HO 2, HO 3, HO 4, respectivamente),
transferida con IgG anti-ratén; cada ratén (WT o HO) se representa por dos carriles indicados por corchetes
encima de los carriles correspondientes a diluciones 1:5 y 1:10 de suero para cada animal (carriles consecutivos
de izquierda a derecha para cada uno).

La Figura 10 proporciona un diagrama esquematico de un anticuerpo de IgG1 normal (izquierda) y un anticuerpo
de cadena pesada que carece de un dominio CH1 y carece de una region bisagra.

La Figura 11 muestra ensayos de inmunoglobulina en suero de IgG1 y IgG2b separados de ratones no mutantes
(WT) y ratones genéticamente modificados que contienen una IgG1 que carece de un dominio CH1 y que carece
de una region bisagra (HO; ratén homocigético que expresa un anticuerpo de cadena pesada que carece de un
dominio CH1 y carece de una region bisagra). El control es suero humano reunido.

La Figura 12 muestra las secuencias de proteinas de once clones de RT-PCR independientes amplificados a
partir de ARN de esplenocitos de ratones que llevan secuencias de genes de la cadena pesada de ratéon en un
locus de cadena pesada de ratén endégeno modificado que carece de secuencias de la region CH1 y region de
IgG1. B1 = SEQ ID NO:19; B2 = SEQ ID NO:21; B3 = SEQ ID NO:23; B5 = SEQ ID NO:25; D2 = SEQ ID NO:27;
D5 = SEQ ID NO:29; D6 = SEQ ID NO:31; E2 = SEQ ID NO:33; E8 = SEQ ID NO:35; E10 = SEQ ID NO:37; F6 =
SEQ ID NO:39. Las bases en minuscula indican bases no de la linea germinal resultantes de o bien mutacion y/o
adicion de N durante la recombinacién. Los puntos representan huecos artificiales en la secuencia para el
apropiado alineamiento de la region estructural (FR) y regiones determinantes de la complementariedad (CDR),
que estan indicados encima de las secuencias. Se muestran para cada clon los nueve primeros aminoacidos de
la region CH2 de la regién constante (CH2) de IgG1 enddgena.

La Figura 13 muestra las secuencias de proteinas de siete clones de RT-PCR independientes amplificados a
partir de ARN de esplenocitos de ratones que llevan secuencias de genes de la cadena pesada humanos en un
locus de cadena pesada de raton endégena modificada que carece de una secuencia de la region CH1 de IgG1.
A8 = SEQ ID NO:51; C2 = SEQ ID NO:53; D9 = SEQ ID NO:55; C4 = SEQ ID NO:57; H8 = SEQ ID NO:59; A5 =
SEQ ID NO:61; A2 = SEQ ID NO:63. Las bases en minuscula indican bases no de la linea germinal resultantes
de o bien mutacién y/o adicion de N durante la recombinacion. Los puntos representan huecos artificiales en la
secuencia para el apropiado alineamiento de la region estructural (FR) y regiones determinantes de la
complementariedad (CDR), que estan indicados encima de las secuencias. Se muestran para cada clon los siete
primeros aminoacidos de la regién bisagra de 13 aminoacidos de la region constante (BISAGRA) de I1gG1
endogena.

Sumario

Se desvelan células genéticamente modificadas, embriones no humanos, animales no humanos y métodos y
composiciones para producir y usarlos, en los que los animales se modifican genéticamente para carecer de una
secuencia de CH1 funcional en una inmunoglobulina G (IgG), opcionalmente modificada para carecer de una region
bisagra de 1gG funcional en la IgG modificada, y en la que las células, embriones y animales comprenden una
secuencia de CH1 de IgM funcional. En algunos aspectos, los ratones comprenden una sustitucién de uno o mas, o
todos, de los segmentos de genes de la region variable de la cadena pesada de la inmunoglobulina de ratén
enddégena con uno o mas segmentos de genes de la regiéon variable de la cadena pesada humana de
inmunoglobulina. En algunos aspectos, todos los segmentos de los genes V, D y J de ratén enddgeno se sustituyen
con uno o mas segmentos del gen V humano, uno o mas de D humano y uno o mas de J humano.

La presente invencién proporciona un método para producir un anticuerpo o aislar una célula que produce el mismo,
comprendiendo el método:

a. inmunizar a un ratén con un antigeno de interés, en el que el raton comprende una regién constante de
cadena pesada de inmunoglobulina enddégena que comprende un gen de region constante de IgG que carece de
una secuencia que codifica una regiéon CH1 debido a una modificacién genética de la linea germinal que
comprende una delecidon de una secuencia de nucleétidos que codifica el dominio CH1, y

un

gen enddgeno de la regién constante de IgM que codifica un dominio CH1 funcional, en el que el ratén expresa
una IgM que comprende un dominio CH1 funcional y una IgG que carece de un dominio CH1 en su totalidad;

b. permitir que el ratén genere una respuesta inmunitaria contra el antigeno de interés; y

c. aislar del ratén una célula que produzca un anticuerpo que se una especificamente al antigeno de interés.

La invencion proporciona ademas un método para aislar un acido nucleico que codifique un anticuerpo de cadena
pesada, comprendiendo el método:

a. inmunizar a un ratén con un antigeno de interés, en el que el ratobn comprende una regién constante de
cadena pesada de inmunoglobulina endégena que comprende un gen de regiéon constante de IgG que carece de
una secuencia que codifica una regién CH1 debido a una modificacién genética de la linea germinal que
comprende una delecion de una secuencia de nucledtidos que codifica el dominio CH1 y un gen enddgeno de la
region constante de IgM que codifica un dominio CH1 funcional, en el que el ratén expresa una IgM que
comprende un dominio CH1 funcional y una IgG que carece de un dominio CH1 en su totalidad;

b. permitir que el ratén genere una respuesta inmunitaria contra el antigeno de interés; y
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c. aislar del ratén a una célula que produzca un anticuerpo que se una especificamente al antigeno de interés, y
d. aislar de la célula aislada en (c), los acidos nucleicos de la regién variable de la cadena pesada de la
inmunoglobulina.

El ratén genéticamente modificado empleado es uno en el que la modificacidon genética comprende una modificacion
de una secuencia de nucleétidos que codifica una region constante de IgG, en el que la modificacion produce una
pérdida de funcion del dominio CH1 de la region constante de IgG. En una realizacion, la modificacion de pérdida de
funcién es una delecion de una secuencia de nucleétidos que codifica el dominio CH1, o una delecién dentro de la
secuencia de nucledtidos que codifica el dominio CH1.

En una realizacién, la IgG esta seleccionada de IgG1, 1gG2a, IgG2b, y una combinacién de las mismas. En una
realizacién, la IgG es una IgG1. En una realizacion, la IgG es una IgG1, una IgG2a y una IgG2b.

En una realizacion, la modificacion comprende ademas una delecién de una secuencia de nucleétidos para una
region bisagra de la IgG que comprende la modificacién de CH1.

En una realizacion, el raton genéticamente modificado esta seleccionado de una cepa 129, una cepa C57BL/6 y una
mezcla de 129 x C57BL/6. En una realizacion especifica, el raton es 50 % de 129 y 50 % de C57BL/6.

En una realizacion, el ratén genéticamente modificado es una cepa 129 seleccionada del grupo que consiste en
129P1, 129P2, 129P3, 129X1, 12981 (por ejemplo, 129S1/SV, 129S1/Svim), 12952, 12954, 129S5, 129S9/SvEVH,
129S6 (129/SvEvTac), 129S7, 129S8, 129T1, 129T2 (véase, por ejemplo, Festing et al. (1999) Revised
nomenclature for strain 129 mice, Mammalian Genome 10:836). En una realizacién, el raton genéticamente
modificado es una cepa C57BL, en una realizacion especifica seleccionada de C57BL/A, C57BL/An, C57BL/GrFa,
C57BL/KaLwN, C57BL/6, C57BL/6J, C57BL/6ByJ, C57BL/6NJ, C57BL/10, C57BL/10ScSn, C57BL/10Cr, C57BL/Ola.
En una realizaciéon especifica, el ratdon genéticamente modificado es una mezcla de una cepa 129 anteriormente
mencionada y una cepa C57BL/6 anteriormente mencionada. En otra realizacion especifica, el ratdn es una mezcla
de las cepas 129 anteriormente mencionadas, o una mezcla de las cepas BL/6 anteriormente mencionadas. En una
realizacién especifica, la cepa 129 de la mezcla es una cepa 129S6 (129/SvEvTac).

También se refiere a un raton que comprende uno o mas segmentos de genes de la region variable de
inmunoglobulina (mVR) de la cadena pesada de raton sin reordenar operativamente enlazados a una secuencia de
la regién constante de IgG modificada. En un caso, el uno o mas segmentos de genes de mVR son de una familia de
genes de VH de ratén seleccionados de VH1, VH3, VH5, VH7, VH14, y una combinacién de los mismos. En un caso,
el uno o mas segmentos de genes de mVR estan seleccionados de un mVH 1-26, 1-42, 1-50, 1-58, 1-72, 3-6, 5-6, 7-
1, 14-2, y una combinacién de los mismos.

En una realizacion, el ratébn comprende un gen reordenado que codifica una FR1, FR2 y una FR3 en una cadena
pesada de IgG que carece de una regidon CH1 funcional, en la que FR1, FR2 y FR3 son cada uno
independientemente al menos el 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o el 99 % idénticos a una FR1, FR2 y FR3 derivada
de una secuencia de la linea germinal de mVH seleccionada de una familia de genes de VH1, VH3, VH5, VH7 y
VH14. En una realizacion, la secuencia de la linea germinal de mVH esta seleccionada de una secuencia 1-26, 1-42,
1-50, 1-58, 1-72, 3-6, 5-6, 7-1 y 14-2.

En una realizacion, el raton comprende una CDR3 derivada de un segmento de gen de DH seleccionado de DH 1-1,
2-14, 3-1, 3-2, 3-3, 4-1, y una combinacién de los mismos. En una realizacion, la CDR3 de ratén comprende una
secuencia codificada por una JH que es una JH1, JH2, JH3 o JH4.

En una realizacion, el ratdn comprende una secuencia de anticuerpos reordenada que codifica una CDR3 que se
deriva de un reordenamiento de DH 1-1, 2-14, 3-1, 3-2, 3-3, 4-1, y una JH1, JH2, JH3 o JH4.

En una realizacion, el ratdn comprende un gen reordenado que codifica una FR4 en una cadena pesada de IgG que
carece de una regién CH1 funcional, en la que FR4 es al menos el 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o el 99 % idéntica
a una FR4 codificada por un reordenamiento de una DH1-1, 2-14, 3-1, 3-2, 3-3 0 4-1 con una JH1, JH2, JH3, o JH4.

En una realizacion, el raton comprende un segmento de gen de la region variable de inmunoglobulina de la cadena
pesada humana (hVR) no reordenada en un locus de la region variable de la cadena pesada de ratén endégena. En
una realizacioén, el segmento de gen de hVR no reordenado esta operativamente enlazado a la secuencia de la
region constante de IgG modificada en un locus de la regién variable de la cadena pesada de ratén enddégena. En
una realizacion, los segmentos del gen de hVR son de una familia de genes de VH humanos seleccionados de VH1,
VH3, VH4, y una combinacién de los mismos. En una realizacién, el uno o mas segmentos de genes de hVR estan
seleccionados de 1-2, 1-8, 1-18, 1-46, 1-69, 3-21, 3-72 y 4-59. En una realizacién especifica, el uno o mas
segmentos de genes de hVR estan seleccionados de 1-8, 1-18 y 1-69.

En una realizacion, todos o sustancialmente todos los segmentos del gen V de la cadena pesada de raton estan
sustituidos con el uno o mas segmentos del gen V de la cadena pesada humana. En una realizacién, todos los
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segmentos de los genes V y D de la cadena pesada de ratdn estan sustituidos con el uno o0 mas segmentos de los
genes V y D de la cadena pesada humana. En una realizacion, todos los segmentos de los genes V, D y J de la
cadena pesada de raton se sustituyen con el uno o més segmentos del gen V de la cadena pesada humana, uno o
mas D de la cadena pesada humana y uno o mas J de la cadena pesada humana. En estas realizaciones, los
segmentos de los genes V y/o D y/o J de la cadena pesada humana estan en el de locus de la cadena pesada
endogena de ratén y estan operativamente enlazados al (a los) gen(es) de la region constante de raton modificada.

En una realizacion, el raton comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia de FR1, FR2 y
FR3 de una cadena pesada de IgG que carece de una region CH1 funcional, que es al menos el 80 % idéntica a una
FR1, FR2 y FR3 de una secuencia de nucledtidos de la linea germinal humana de un segmento de gen de la region
variable de la cadena pesada humana de la inmunoglobulina 1-8, 1-18, o 1-69; en el que la secuencia de FR1 + FR2
+ FR3 del raton modificado estd optimamente alineada con la secuencia de la linea germinal humana citada sin
consideracion de la secuencia de las CDR de las secuencias de raton y humanas (es decir, que alinean
Optimamente las FR mientras que no se consideran las identidades de aminoacidos de ninguna CDR en la
comparacion). En realizaciones especificas, las FR1, FR2 y FR3 son aproximadamente el 85 %, 90 %, 95 %, 96 %,
97 %, 98 % o el 99 % idénticas a una secuencia de nucleétidos de la linea germinal humana de FR1 + FR2 + FR3
de un segmento de gen de la region variable de la cadena pesada que es un segmento de gen 1-8, 1-18 o 1-69.

En una realizacion, el ratén comprende ademas una FR4 que es al menos el 80 % idéntica a una FR4 formada por
un reordenamiento D6-19/J6 humana, un reordenamiento D6-7/J4, un reordenamiento D4-4/J4, un reordenamiento
D6-6/J2, un reordenamiento D3-16/J6, un reordenamiento D6-6/J4 y un reordenamiento D1-7/J4. En realizaciones
especificas, la FR4 es aproximadamente el 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o el 99 % idéntica a una FR4
formada por el reordenamiento D/J anteriormente mencionada.

En una realizacion, el ratébn comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una FR1 cuya secuencia de
aminoacidos se diferencia no mas de 1, no mas de 2, no mas de 3, no mas de 4 o no mas de 5 aminoacidos de una
FR1 codificada por una secuencia de la linea germinal del segmento de gen de la region variable de la cadena
pesada humana seleccionado de V1-8, V1-18 y V1-69. En una realizacién especifica, la secuencia de nucleétidos
que codifica la FR1 es una secuencia reordenada operativamente enlazada a una secuencia que codifica una region
constante de IgG que carece de una secuencia de CH1 funcional.

En una realizacion, el ratén comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una FR2 cuya secuencia de
aminoacidos se diferencia en no mas de 1, no mas de 2, no mas de 3, no mas de 4 o no mas de 5 aminoacidos de
una FR2 codificada por una secuencia de la linea germinal del segmento de gen de la regién variable de la cadena
pesada humana seleccionado de V1-8, V1-18 y V1-69. En una realizacién especifica, la secuencia de nucleétidos
que codifica la FR2 es una secuencia reordenada operativamente enlazada a una secuencia que codifica una region
constante de IgG que carece de una secuencia de CH1 funcional.

En una realizacion, el ratébn comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una FR3 cuya secuencia de
aminoacidos se diferencia en no mas de 1, no mas de 2, no mas de 3, no mas de 4, no mas de 5, no mas de 6, no
mas de 7, no mas de 8, no mas de 9, no mas de 10 o no mas de 11 aminoacidos de una FR3 codificada por una
secuencia de la linea germinal del segmento de gen de la regién variable de la cadena pesada humana
seleccionado de V1-8, V1-18 y V1-69. En una realizacién especifica, la secuencia de nucleétidos que codifica la FR3
es una secuencia reordenada operativamente enlazada a una secuencia que codifica una region constante de 1gG
que carece de una secuencia de CH1 funcional.

En una realizacion, el ratén comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una FR4 cuya secuencia de
aminoacidos se diferencia en no mas de 1, no mas de 2 o no mas de 3 aminoacidos de una secuencia de
aminoacidos de FR4 codificada por un reordenamiento de una D6-19/J6 humana, una D6-7/J4, una D4-4/J4, una
D6-6/J2, una D3-16/J6, una D6-6/J4 y una D1-7/J4. En una realizacién especifica, la secuencia de nucledtidos que
codifica la FR4 es una secuencia reordenada operativamente enlazada a una secuencia que codifica una region
constante de IgG que carece de una secuencia de CH1 funcional.

En una realizacion, el ratdbn comprende una secuencia de nucledtidos que codifica una cadena pesada de CDR3
derivada de un segmento de gen de la regiéon D de la cadena pesada humana (hDH). En una realizacion, hDH esta
seleccionado de D1-7, D3-16, D4-4, D6-6, D6-7 y D6-19.

En una realizacion, el ratén comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una cadena pesada de CDR3
derivada de un segmento de gen que une las cadenas pesadas humanas (JH). En una realizacién especifica, JH
esta seleccionado de J2, J4 y J6.

En una realizacion, el ratén comprende una CDR3 de la cadena pesada codificada por una secuencia de nucleétidos
derivada de un reordenamiento de DH humana y de JH humana. En una realizacion especifica, la CDR3 se deriva
de un reordenamiento D1-7/J4, D3-16/J6, D4-4/J4, D6-6/J2, D6-6/J4, D6-7/J4 o D6-19/J6.

En una realizacion, el ratén comprende una sustitucion de un segmento de gen de mVR enddgeno con un segmento
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de gen de hVR. En una realizacién especifica, la sustitucion del segmento de gen de mVR con el segmento de gen
de hVR estda en el mismo alelo que la regidon constante de la cadena pesada modificada. En otra realizacion
especifica, la sustitucion del segmento de gen mVR con el segmento de gen de hVR esta en un alelo diferente que
la regién constante de la cadena pesada modificada.

En una realizacién, el 90-100 % de los segmentos de genes de mVR se sustituyen por al menos un segmento de
gen de hVR. En una realizacion especifica, todos o sustancialmente todos de los segmentos de genes de mVR
enddgenos se sustituyen por al menos un segmento de gen de hVR. En una realizacién, la sustitucién es con al
menos 18, al menos 39, o al menos 80 o 81 segmentos de genes de hVR. En una realizacion, la sustitucion es con
al menos 12 segmentos de genes de hVR funcionales, al menos 25 segmentos de genes de hVR funcionales, o al
menos 43 segmentos de genes de hVR funcionales.

También se refiere a un raton genéticamente modificado que comprende un transgén que comprende al menos un
segmento de gen de hVR no reordenado, al menos un segmento de D humano no reordenado, al menos un
segmento de J humano no reordenado y al menos una secuencia constante de la cadena pesada humana. En un
caso, los loci de la region variable de la cadena pesada y de la regién variable de la cadena ligera kappa de ratén
enddégena estan funcionalmente silenciados. En un caso especifico, el ratdén es capaz de cambio en trans para
producir un anticuerpo humano/ratén quimérico que comprende un dominio variable de la cadena pesada humana
contiguo con una secuencia de IgG de ratén que carece de un dominio CH1 funcional y, opcionalmente, carece de
una regioén bisagra de la IgG que carece del dominio CH1 funcional. En un caso especifico, el transgén comprende
ademas una secuencia de IgG que carece de un dominio CH1, y opcionalmente comprende una IgM que tiene un
dominio CH1 funcional. En otro caso especifico, la secuencia de IgG carece de una regién bisagra.

En una realizacion, el ratén comprende un primer alelo de la region variable de la cadena pesada y un segundo alelo
de la region variable de la cadena pesada, en la que el primer alelo y el segundo alelo son ambos de la misma cepa
de ratén. En una realizacion, el primer alelo es de una primera cepa de ratén y el segundo alelo es de una segunda
cepa de raton. En una realizacion, un alelo del primer y el segundo alelos comprende una sustitucion de una mVR
con al menos una hVR. En otra realizacion, ambos alelos comprenden una sustitucion de una mVR con al menos
una hVR.

En un aspecto, el ratén genéticamente modificado empleado es uno en el que el ratdn expresa una IgM que
comprende un dominio CH1, y el ratén expresa una IgG que carece de un dominio CH1 funcional o que expresa una
IgG que carece de tanto un dominio CH1 funcional como que carece de una regioén bisagra funcional.

En una realizacion, la IgG es una IgG1.

En una realizacion, el ratén expresa cuatro IgG que son: una IgG1 modificada y una 1gG3, 1gG2a e IgG2b no
mutante. En otra realizacion, el raton expresa no més de dos IgG que son: una IgG1 modificada y una IgG3 no
mutante. En una realizacién especifica, el raton expresa isotipos de la cadena pesada que son: una IgM no mutante,
una IgD no mutante, una IgG3 no mutante, una IgG1 modificada, una IgG2a no mutante, una IgG2b no mutante, una
IgA no mutante y una IgE no mutante. En otra realizacion especifica, el ratén expresa isotipos de la cadena pesada
que son: una IgM no mutante, una IgD no mutante, una IgG3 no mutante, una IgG1 modificada, una IgA no mutante
y una IgE no mutante. En diversas realizaciones, la modificacion de la IgG1 comprende una deleciéon de un dominio
CH1 y, opcionalmente, una delecion de una region bisagra.

En una realizacién, el ratdon es de una cepa seleccionada de 129, C56BL/6, una 129 x C57BL/6 mixta.

En un aspecto, el ratdon expresa un anticuerpo de cadena pesada, en el que el anticuerpo de cadena pesada
consiste esencialmente en una cadena pesada dimérica, en el que la cadena pesada carece de un dominio CH1
funcional o carece de tanto un dominio CH1 funcional como de una regién bisagra funcional, la cadena pesada
comprende un dominio variable de la cadena pesada humana que comprende una secuencia que no es idéntica a
un dominio variable de la cadena pesada humana codificado por un gen de la regién variable de la linea germinal y
la cadena pesada comprende un dominio CH2 humano o de ratén y un dominio CH3 humano o de ratén, en el que el
raton expresa una IgM humana o de ratéon no mutante.

En una realizacion, el ratén comprende una cadena ligera funcional del locus del gen de inmunoglobulina.

En la que, una realizacién, el dominio variable de cadena pesada de mamifero es un dominio variable de cadena
pesada de ser humano o raton.

En una realizacion, el anticuerpo de cadena pesada consiste esencialmente en una cadena pesada dimérica que
carece de un dominio CH1 funcional y que carece de una region bisagra funcional, en el que la cadena pesada
comprende un dominio variable humano que comprende al menos una mutacién somatica y comprende un dominio
CH2 y un dominio CH3. En una realizacion especifica, el dominio CH2 y el dominio CH3 estan seleccionados
independientemente de dominios de ratéon y humanos. En una realizacion especifica, tanto el dominio CH2 como
CH3 son humanos; en otra realizacion, tanto el dominio CH2 como CH3 son de ratén.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2724 975 T3

También se refiere a un anticuerpo de cadena pesada, en el que el anticuerpo de cadena pesada comprende una
cadena pesada que comprende un dominio variable no de camélido y una regiéon constante de la cadena pesada
que carece de un dominio CH1.

En un caso, el anticuerpo de cadena pesada carece ademas de una region bisagra.

En un caso, el anticuerpo de cadena pesada comprende una region constante que consiste esencialmente en una
region bisagra, un dominio CH2 y un dominio CH3. En otro caso, el anticuerpo de cadena pesada comprende una
region constante que consiste esencialmente en un dominio CH2 y un dominio CH3.

En un caso, el dominio variable no de camélido es un dominio variable de cadena pesada humana somaticamente
mutado de la cadena pesada obtenido de una secuencia de nucleétidos que codifica IgM o IgG de un linfocito B de
un ratén o un ratéon genéticamente modificado que comprende un segmento de gen de la regién variable de la
cadena pesada humana. En una realizacién especifica, el ratdbn comprende un segmento de gen de la region
variable de la cadena pesada humanizada. En otra realizacion, el ratdbn comprende una sustitucion del locus del
segmento de gen de la region variable de la cadena pesada de raton endégena con al menos un segmento de gen
de la region variable humana. En otra realizacion, el ratdbn comprende una sustitucion del locus de la cadena pesada
de ratén enddégena con al menos un segmento de gen variable humano, al menos un segmento del gen D humano y
al menos un segmento del gen J humano. En una realizaciéon especifica, el locus de la regiéon variable de
inmunoglobulina de ratén endégena esta todo o sustancialmente todo sustituido con un locus de la regién variable
humana de inmunoglobulina que comprende una pluralidad de segmentos de los genes V, D y J humanos.

En una realizacién, el dominio variable no de camélido es un dominio variable humano o de ratén. En otra
realizacion, el dominio variable no de camélido es un dominio variable humano o de ratén que comprende uno o mas
modificaciones camelizantes. En una realizacion especifica, la modificacién camelizante esta seleccionada de L11S,
V37F, G44E, L45C, L45R y W47G (numeracion de Kabat). En una realizacion especifica, la modificacion
camelizante esta seleccionada de V37F, G44E y L45C. En una realizacién especifica, el dominio variable de la
cadena pesada comprende una regidon determinante de la complementariedad 3 (CDR3) que comprende dos
cisteinas.

En un caso, el anticuerpo de cadena pesada comprende un dimero de una primera cadena pesada que comprende
un primer dominio variable de la cadena pesada y una segunda cadena pesada que comprende un segundo dominio
variable de la cadena pesada, en el que cada una de la primera y la segunda cadenas pesadas carecen de un
dominio CH1 (o carecen de un dominio CH1 y una regioén bisagra). En un caso, el dominio variable humano de la
primera cadena pesada del dimero se une al primer epitope, y el dominio variable humano de la segunda cadena
pesada del dimero se une al segunda epitope, en el que el primer y el segundo epitope no son idénticos. En un caso
especifico, los dominios variables de la cadena pesada de la primera y la segunda cadenas pesadas comprenden
dominios variables de la cadena pesada humana y/o regiones FR de la cadena pesada humana como se describen
en el presente documento.

También se proporciona un hibridoma formado por un método de la invencion, en el que el hibridoma comprende
una region constante de la cadena pesada de inmunoglobulina endégena que comprende un gen de region
constante de IgG que carece de una secuencia que codifica una regién CH1 debido a una modificacién genética de
la linea germinal que comprende una delecidon de una secuencia de nucleétidos que codifica el dominio CH1.
También se refiere a célula no humana genéticamente modificada, en la que la modificacién genética comprende
una delecion de un dominio CH1 de IgG y la célula expresa una IgM funcional. En un caso especifico, la célula
comprende un gen de IgM que comprende una secuencia que codifica un dominio CH1.

En un caso, la célula esta seleccionada de una célula ES de ratdn, una célula pluripotente y una célula totipotente.

También se refiere a un embridn de ratdn genéticamente modificado, en el que la modificacion genética comprende
una modificacion como se describe en el presente documento. En una realizaciéon, la modificacion genética
comprende una delecién de un dominio CH1 de IgG y el embrion de ratén expresa una IgM funcional. En una
realizacién especifica, el embrién de ratén comprende un gen de IgM que comprende un dominio CH1.

[Borrado]

También se refiere a un embridn de raton que comprende una célula de donante, en el que la célula de donante esta
genéticamente modificada, y en el que la modificaciéon genética es una modificacion como se describe en el presente
documento. En un caso, la modificacién genética comprende una delecidon de un dominio CH1 de IgG y la célula
comprende un gen de IgM que comprende un dominio CH1.

En un caso, la célula de donante es una célula ES de raton.

También se refiere a una construccion de ADN, en la que la construccion de ADN comprende (a) un brazo de
homologia de ratén homadlogo a una primera secuencia 5' e inmediatamente adyacente al inicio de una regién CH1
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de IgG; (b) un marcador o casete de seleccion de farmaco; vy, (c) un brazo de homologia homdlogo a una segunda
secuencia 3' e inmediatamente adyacente al extremo de una region CH1 de IgG o, alternativamente, un brazo de
homologia homélogo a una segunda secuencia 3' e inmediatamente adyacente al extremo de una regién bisagra de
IgG.

También se refiere a un método de produccién de un anticuerpo que carece de un dominio CH1, que comprende: (a)
inmunizar a un ratéon como se describe en el presente documento que carece de un dominio CH1 funcional en una
IgG o carece de un dominio CH1 funcional y carece de una regién bisagra funcional en la IgG, en el que el raton
expresa una IgM que comprende un dominio CH1 funcional; (b) mantener el ratén en condiciones suficientes para
que el ratén produzca un anticuerpo; (c) identificar un anticuerpo producido por el ratén que carece de un dominio
CH1 funcional o que carece de una regién bisagra funcional; y, (d) aislar del ratén el anticuerpo, una célula que
produce el anticuerpo, o una secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia del anticuerpo.

En una realizacién, el raton comprende una cadena ligera funcional del locus del gen de inmunoglobulina.

En un aspecto se proporciona un método de humanizacion de un anticuerpo de cadena pesada de raton, que
comprende inmunizar a un ratéon genéticamente modificado que produce anticuerpos de cadena pesada con un
antigeno de interés, dejar que el ratdon genere una respuesta inmunitaria, identificar una regiéon VH de ratén del ratén
que esta codificada en un linfocito B del raton, en el que el linfocito B se une especificamente al antigeno de interés,
y humanizar la region VH.

En una realizacion, el ratén genéticamente modificado que produce anticuerpos de cadena pesada es un ratén como
se describe en el presente documento. En una realizacion, el ratdbn comprende al menos un segmento del gen de
mVR operativamente enlazado a un locus constante de la cadena pesada que comprende un gen de IgM intacto y
que comprende un gen de IgG que carece de un dominio CH1 o que carece de un dominio CH1 y carece de un
dominio bisagra. En una realizacién, el gen de IgG es un gen de IgG1. En un caso, el gen de IgG esta seleccionado
de IgG1, IgG2A, 1gG2B, IgG3, y una combinacion de los mismos.

En una realizacion, el método comprende ademas clonar una secuencia de nucleétidos que codifica la regiéon VH
humanizada sobre una secuencia de nucleétidos de una region constante de inmunoglobulina humana.

En una realizacion, el segmento del gen de mVR de raton es de una familia de genes de VH de raton seleccionados
de VH1 y VH14, y la humanizacién comprende sustituir una region estructural de raton de VH1 o VH14 con una
region estructural de un gen de VH1 humano. En una realizacion, el gen de VH1 humano esta seleccionado de 1-2,
1-3, 1-8, 1-17, 1-18, 1-24, 1-45, 1-46, 1-58 y 1-69. En realizaciones especificas, el gen de mVR es un gen 1-58 y el
gen humano es un gen 1-18; el gen de mVR es un gen 1-26 y el gen humano es un gen 1-2; el gen de mVR es un
gen 1-50 y el gen humano es un gen 1-46; el gen de mVR es un gen 1-17 y el gen humano es un gen 1-2; el gen de
mVR es un gen 1-42 y el gen humano es un gen 1-2; el gen de mVR es un gen 14-1 y el gen humano es un gen 1-2;
o el mVR es un gen 14-2 y el gen humano es un gen 1-2.

En una realizacién, el segmento del gen de mVR es de un gen de VH de ratén VH seleccionado de un gen VH4,
VH5, VH6, VH7, VH10, VH11 y VH13, y la humanizacién comprende sustituir una regioén estructural de ratén con una
regién estructural de un gen de VH3 humano. En una realizacion, el gen de VH3 humano esta seleccionado de 3-7,
3-9, 3-11, 3-13, 3-15, 3-16, 3-20, 3-21, 3-23, 3-30, 3-33, 3-35, 3-38, 3-43, 3-48, 3-49, 3-53, 3-64, 3-66, 3-72, 3-713 y
3-74. En una realizacién especifica, el gen de mVR es un gen 7-1 y el gen humano es un gen 3-72; el gen de mVR
es un gen 3-6 y el gen humano es un gen 4-59; el gen de mVR es un gen 5-6 y el gen humano es un gen 3-21.

En una realizacion, el segmento del gen de mVR es de una familia de genes de VH de ratén seleccionados de VH3 y
VH12, y la humanizacion comprende sustituir una regién estructural de ratdén con una region estructural de un gen de
VH4 humano. En una realizacién, el gen de VH4 humano esta seleccionado de 4-4, 4-28, 4-31, 4-34, 4-39, 4-59 y 4-
61.

En una realizacion, el segmento del gen de mVR es de una familia de genes de VH4 de ratén, y la humanizacion
comprende sustituir una regién estructural VH4 de ratdén con una region estructural de un gen de VH6 humano. En
una realizacion, el gen de VH6 humano es 6-1.

En una realizacion, el segmento del gen de mVR es de una familia de genes de VH9 de ratén, y la humanizacion
comprende sustituir una region estructural VH9 de ratén con una region estructural de un gen de VH humano de la
familia de VH7 humana. En una realizacion, el gen de VH humano esta seleccionado de 7-4-1y 7-81.

En una realizacién, la humanizacion comprende ademas producir una 0 mas sustituciones conservativas o no
conservativas, una o mas deleciones, y/o una o mas inserciones en una CDR de ratdon de forma que la CDR de ratén
se corresponda mas estrechamente con una CDR humana.

En una realizacién, la humanizacion comprende ademas producir una 0 mas sustituciones conservativas o no
conservativas, una o mas deleciones, y/o una 0 mas inserciones en una region estructural humana de forma que la



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2724 975 T3

region estructural humana se corresponda mas estrechamente con la regién estructural de ratén.

En un aspecto, se emplea un ratén genéticamente modificado que comprende una cadena ligera funcional del gen
de inmunoglobulina, en el que el ratén expresa un anticuerpo de cadena pesada que carece de una cadena ligera y
que carece de una regién CH1 o que carece de una regién CH1 y una region bisagra.

El ratén comprende un gen de inmunoglobulina que carece de una secuencia que codifica una region CH1, o carece
de una secuencia que codifica una regioén bisagra y una CH1. El gen de inmunoglobulina que carece de la secuencia
es uno o0 mas genes constantes de la cadena pesada. En una realizacion especifica, el gen de inmunoglobulina que
carece de la secuencia esta seleccionado de un gen de IgG1, IgG2a, IgG2b e IgG3. El ratén comprende un gen de
la region constante de IgM que comprende un dominio CH1 funcional.

En una realizacién, el anticuerpo se expresa en respuesta a un antigeno, y el anticuerpo se une especificamente al
antigeno.

En una realizacion, el anticuerpo comprende un dominio VH de ratén. En una realizacion especifica, el dominio VH
de raton comprende un segmento del gen de VH de ratén seleccionado de 1-26, 1-42, 1-50, 1-58, 1-72, 3-6, 5-6, 7-1,
14-1y 14-2.

En una realizacion, el anticuerpo comprende un dominio VH humano. En una realizacién especifica, el dominio VH
humano comprende una secuencia derivada de un segmento del gen de VH humano seleccionado de 1-2, 1-18, 1-
46, 3-21, 3-72 y 4-59.

En un aspecto, el ratdon genéticamente modificado empleado expresa una proteina de unidén que consiste
esencialmente en dos cadenas pesadas de IgG1 que carecen cada una de un dominio CH1, en el que el ratén
expresa una IgM que comprende una regién CH1, y en el que el ratén es incapaz de expresar a partir de su genoma
un ARNm que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica un dominio CH1 de una IgG1.

En una realizacion, las cadenas pesadas de la inmunoglobulina que carecen cada una de un dominio CH1 consisten
esencialmente en, del extremo N al extremo C, una regién variable de inmunoglobulina de la cadena pesada
humana o de ratdn, opcionalmente una region bisagra, una region CH2 de ratén y una region CH3 de ratén. En una
realizacion especifica, la region variable de inmunoglobulina de la cadena pesada es una region variable humana,
una regioén bisagra esta presente, y el ratén comprende un locus del gen de la cadena ligera de la inmunoglobulina
funcional.

En un aspecto, el ratdbn empleado expresa un anticuerpo de cadena pesada que carece de una cadena ligera y que
carece de una region CH1 por completo o en parte, en el que el ratén expresa un receptor de linfocitos B sobre un
linfocito B, en el que el receptor de linfocitos B sobre su superficie muestra una molécula de unién que comprende
un dominio variable de la cadena pesada de inmunoglobulina fusionado directamente con una regiéon bisagra de
inmunoglobulina o fusionado directamente con una region CH2, en el que la molécula de unién carece de una region
CH1. En una realizacion, la molécula de unién comprende una region CH2 y CH3 de IgG1.

En un aspecto, se proporciona un método de produccion de un anticuerpo de cadena pesada, que comprende
inmunizar a un ratén con un antigeno de interés, en el que el ratén comprende un gen de IgG que carece de una
secuencia que codifica una regidon CH1, en el que el raton comprende un gen de la region constante de IgM intacto,
que permite que el ratén genere una respuesta inmunitaria contra el antigeno de interés, y aislar del ratén una célula
o proteina que reconoce especificamente el antigeno de interés, en el que la célula o proteina comprende un
anticuerpo de cadena pesada que carece de un dominio CH1 y que carece de una cadena ligera relacionada y que
se une especificamente al antigeno de interés.

En una realizacion, el ratén comprende un gen de la cadena ligera funcional. En una realizacién, el ratdn comprende
un gen de la cadena ligera funcional seleccionado de lambda, kappa, y una combinacién de los mismos.

En una realizacion, el ratén comprende una sustitucion de todos o sustancialmente todos los segmentos de V, D, J
de la cadena pesada de ratén con uno o mas segmentos del gen V, D, J humano.

En una realizacion, el gen de IgG que carece de la secuencia que codifica una CH1 esta seleccionado de una IgG1,
IgG2a, IgG2b, IgG3, y una combinacién de las mismas.

En una realizacion, el gen de IgG que carece de la secuencia de CH1 es IgG1, y el ratéon carece de un gen que
codifica 1IgG2a, IgG2b, IgG3, o una combinacién de las mismas. En una realizacion, el gen de IgG que carece de la
secuencia de CH1 es IgG2a, y el ratén carece de un gen que codifica IgG1, 1IgG2b, IgG3, o una combinacion de las
mismas. En una realizacién, el gen de IgG que carece de la secuencia de CH1 es IgG2b, y el ratdon carece de un gen
que codifica IgG1, IgG2a, 1gG3, o una combinacion de las mismas. En una realizacion, el gen de IgG que carece de
la secuencia de CH1 es IgG3, y el ratén carece de un gen que codifica IgG1, 1gG2a, 1gG2b, o una combinacion de
las mismas.
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En una realizacién, el ratén comprende un linfocito B que lleva sobre su superficie un receptor de linfocitos B, en el
que el receptor de linfocitos B comprende una cadena pesada de VDJ reordenada que se une al antigeno de interés,
y en el que el receptor de linfocitos B comprende una IgM que comprende una regiéon CH1, y en el que la IgM
comprende una cadena ligera. En una realizacion, la cadena ligera es VJ reordenado. En una realizacion especifica,
la cadena ligera es una cadena ligera kappa o lambda que esta relacionada con la cadena pesada reordenada de
VDJ que se une el antigeno de interés.

También se refiere a anticuerpo de cadena pesada de ratén, anticuerpo de cadena pesada humana o anticuerpo de
cadena pesada humano/ratén quimérico producido en un ratén segun la invencion.

También se refiere a anticuerpo de cadena pesada de ratdn, anticuerpo de cadena pesada humano, anticuerpo de
cadena pesada humano/ratdon quimérico, o anticuerpo de cadena pesada humanizado producido usando una
secuencia de nucledtidos de la region variable de la cadena pesada o se proporciona fragmento de la misma
producido en un ratén segun la invencion.

Otras realizaciones se describen y seran evidentes para aquellos expertos en la materia a partir de una revision de
la descripcion detallada resultante.

Descripcion detallada

La invencién no se limita a métodos particulares, y condiciones experimentales descritas, ya que tales métodos y
condiciones pueden variar. La terminologia usada en el presente documento es con el fin de describir realizaciones
particulares solo, y no pretende ser limitante, ya que el alcance de la presente invencion estara limitado solo por las
reivindicaciones.

A menos que se defina de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento
tienen el mismo significado que comunmente es entendido por aquellos expertos habituales en la materia a la que
pertenece la presente invencion. Aunque cualquier método y material similar o equivalente a aquellos descritos en el
presente documento puede usarse en la practica o prueba de la presente invencion, ahora se describen métodos y
materiales particulares.

Dominios CH1 y produccion de anticuerpos

Se emplean ratones genéticamente modificados que producen anticuerpos que carecen de un dominio CH1, que
incluyen anticuerpos de cadena pesada, es decir, anticuerpos que carecen de cadenas ligeras. Los ratones
genéticamente modificados comprenden una modificacién genética que incluye una ausencia de un dominio de
cadena pesada de la inmunoglobulina funcional (un dominio CH1), por ejemplo, un dominio CH1 de IgG1, y en
algunas realizaciones otra modificacion que comprende una delecion de una region bisagra en la cadena pesada de
la inmunoglobulina que carece del dominio CH1 funcional, en el que los ratones expresan una IgM funcional. Otras
modificaciones incluyen convertir isotipos distintos de 1gG1 para que sean no funcionales, por ejemplo, producir
deleciones en genes, o deleciones de genes, para IgD, 1gG3, IgG2a, 1gG2b, IgA e IgE. También se describen
embriones no humanos genéticamente modificados, células, y construcciones de direccionamiento para producir los
ratones, embriones no humanos y células.

Los esfuerzos por producir células genéticamente modificadas que puedan producir anticuerpos de cadena pesada
(es decir, anticuerpos que carecen de una cadena ligera) se han centrado en imitar los anticuerpos de cadena
pesada en otras especies, por ejemplo, en camélidos y ciertos peces. Este enfoque se ha usado para modificar
genéticamente una célula ES de raton para delecionar dominios CH1 en los genes de la region constante de
inmunoglobulina de IgM e IgG, y también para introducir regiones variables de la cadena pesada dentro de la célula
ES que son de camélido, o camelizadas (es decir, VHH o similar a VHH). La delecion de dominios CH1 de IgM e IgG
se realiza supuestamente para prevenir la formacién de anticuerpos naturales endégenos que compiten con la
formacion de anticuerpos camelizados de un locus genéticamente modificado. La adicion de segmentos de genes de
VHH se realiza supuestamente para imitar la formaciéon de anticuerpos de cadena pesada en combinacién con la
delecién de CH1. Los anticuerpos de cadena pesada de tales animales contendran el segmento de gen de VHH. Se
cree supuestamente que los segmentos de genes de VHH son necesarios para la apropiada expresién de un
anticuerpo de cadena pesada, ya que estudios in vitro indican que los dominios VH no de camélido no forman
satisfactoriamente anticuerpos de cadena pesada expresables cuando estan presentes en cadenas pesadas que
carecen de un dominio CH1.

En camélidos, sin embargo (y en algunos peces cartilaginosos), estan presentes genes que incluyen dominios CH1,
o dominios similares a CH1. Se cree que los anticuerpos que contienen VHH que carecen de dominios CH1 resultan
del corte y empalme de ARN o del reordenamiento de secuencias de ADN que pueden codificar una regién CH1.
Asi, incluso los camélidos tienen secuencias de ADN retenidas que codifican regiones CH1. Debido a que los seres
humanos (bajo algunas circunstancias) pueden producir anticuerpos de cadena pesada que carecen de una region
CH1 por completo o en parte (por ejemplo, en enfermedad de la cadena pesada humana), podria ser posible forzar a
los no camélidos, tales como a los ratones, a formar cadenas pesadas que carecen de una regién CH1 bajo un
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conjunto dado de circunstancias. Este enfoque se basa en no perturbar la estructura de la linea germinal de un CH,
sino en su lugar convertir el locus de la cadena ligera del animal en no funcional. Este enfoque asume que con un
locus de la cadena ligera no funcional, aquellas cadenas pesadas que requieren una cadena ligera relacionada para
la expresion (por ejemplo, cadenas pesadas de longitud completa que tienen regiones CH1) no se producen debido
a la ausencia de cualquier cadena ligera kappa o lambda, de forma que solo aquellas cadenas pesadas que pueden
expresan y secretar sin una cadena ligera (es decir, cadenas pesadas que carecen de una regién CH1) se
expresaran y secretaran. El enfoque se basa en la ausencia de segmentos de genes kappa o lambda funcionales
que pueden reordenarse para formar un gen de la cadena ligera funcional, y en la ausencia de cualquier gen de la
cadena ligera reordenada funcional, y asi requiere una manipulacién genética (por ejemplo, una inactivacion) para
destruir la funcionalidad de ambos loci de la cadena ligera de la linea germinal. El enfoque se basa en procesos
"naturales” que conducen al no uso de la secuencia de nucleétidos de CH1 enddgena, y que el proceso "natural” del
silenciamiento de CH1 se produce en el cambio de clase. No parece haber ninguna posibilidad de uso de un proceso
tal en ningun animal que contenga un gen de la cadena ligera funcional. Ademas, parece que el proceso "natural"
incluye la sintesis de grandes cantidades de ARN normal, es decir, ARN que incluye una regién que codifica una
region CH1.

Composiciones y métodos se refieren a producir el ratdon que produce un anticuerpo que carece de un dominio CH1
de inmunoglobulina (y opcionalmente una region bisagra), que incluye anticuerpos de cadena pesada, y que incluye
anticuerpos que comprenden dominios VH (por ejemplo, dominios VH de ratén o humanos). Los métodos incluyen
convertir selectivamente una regién CH1 no de IgM enddgena para que sea no funcional (por ejemplo, por una
delecién de una secuencia de un dominio CH1), y emplear segmentos de genes de la regién variable de ratén (mVR)
enddgena no reordenados o_segmentos de genes de la region variable humana (hVR) no reordenados en el locus de
la region variable de raton enddgena para producir un anticuerpo humano/ratéon quimérico en un ratén. La delecion
del dominio CH1 se hace en uno o mas genes de IgG, pero no en un gen de IgM. El enfoque convierte
selectivamente uno o mas dominios CH1 de IgG en no funcionales, mientras que retiene una IgM funcional. Ademas
de una delecién del uno o mas dominios CH1 de IgG, otra realizacién proporciona delecionar o convertir la region
bisagra no funcional de las IgG(s) en las que el dominio CH1 esta delecionado o se convierte en no funcional.

El enfoque de delecion de CH1 de IgG emplea una alteracion relativamente conservativa en el desarrollo de
linfocitos B naturales en el animal, debido a que no todos los isotipos Ig del animal no humano genéticamente
modificado presentaran un CH1 no funcional o una delecion del dominio CH1 (y, opcionalmente, bisagra). Asi, la
modificaciéon de CH1 no se producen en moléculas de IgM y asi no afecta a aquellas etapas en el desarrollo
temprano de linfocitos B que dependen de una IgM que tiene un CH1 funcional. Debido a que la IgM no esta
modificada, los animales que llevan una o mas deleciones del dominio CH1 de una IgG (y opcionalmente una region
bisagra de la 1gG), pero no un dominio CH1 de una IgM, deben ser capaces de procesar un repertorio
satisfactoriamente grande de regiones variables en etapas de seleccion clonica antes de la presentacion del dominio
variable en el contexto de una IgG. Asi, en diversas realizaciones, cualquier efecto perjudicial de la(s) modificacion
(modificaciones) genética(s) sobre la diversidad de regiones variables disponibles para su uso en un anticuerpo de
cadena pesada no debe afectar negativamente el conjunto de regiones variables disponibles para la seleccion en un
contexto de IgG. Ademas, si la secuencia de CH1 que va a convertirse en no funcional (por ejemplo, delecionarse)
en la linea germinal es una IgG1, el raton carecera de la capacidad para producir cualquier ARN que codifique un
dominio CH1.

El modificar genéticamente un animal no humano para convertir un dominio CH1 o un dominio CH1 y una region
bisagra de uno o mas isotipos IgG en no funcional puede producir un ratéon que es capaz de seleccionar, de un
repertorio completo o sustancialmente completo de regiones VH, una region VH adecuada para expresar en un
anticuerpo de cadena pesada. El modificar selectivamente isotipos de IgG (pero no IgM) evita una posible reduccién
en el numero de regiones VH que sobreviven a la seleccion debido a una ausencia de un dominio CH1 o una
ausencia de un dominio CH1 en IgM. Asi, esta disponible un repertorio mas completo de regiones VH para la
seleccion en el contexto de una IgG (que carece de un dominio CH1 o que carece de un dominio CH1 y que carece
de una region bisagra). Asi, la seleccion de un dominio VH en un ratén genéticamente modificado segun la invencion
no depende, por ejemplo, de qué dominio VH podria ayudar a vencer las tempranas cargas de desarrollo de
linfocitos B dependientes de IgM que son debidas a estructuras de IgM modificadas. En su lugar, las etapas
tempranas dependientes de IgM deben producirse como normales, produciendo un gran repertorio de cadenas
pesadas disponibles para la seleccion en cuanto a su idoneidad para expresar en el contexto de una IgG que carece
de un dominio CH1 o que carece de un dominio CH1 y carece de una regién bisagra.

Asi, en diversas realizaciones, un ratéon genéticamente modificado empleado en la invenciéon debe mantener la
expresion de IgM funcional, que debe proporcionar una oportunidad de un proceso de seleccién clénico mas natural.
Por ejemplo, con una IgM funcional (por ejemplo, una IgM que no carece de un dominio CH1), tanto la cadena ligera
sustituta como la cadena ligera relacionada seran capaces de asociarse mediante el dominio CH1 de IgM y
participar en procesos de seleccion en el desarrollo temprano de linfocitos B. En un ratén genéticamente modificado
segun la invencion, se cree que el cambio de clase a un isotipo 1gG es la primera etapa de seleccion en la que se
encuentra cualquier seleccién de dominios variables de la cadena pesada que pueda expresarse en el contexto de
un dominio constante que carece de un dominio CH1 funcional o que carece de un dominio CH1 funcional y una
bisagra funcional.
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IgM en el desarrollo de linfocitos B

Aunque observaciones en camélidos, ciertos peces y en afecciones patoldgicas revelan que bajo algunas
circunstancias un anticuerpo que carece de un dominio CH1 de su region constante de la cadena pesada puede
expresarse en ausencia de una cadena ligera relacionada, el desarrollo normal de linfocitos B productores de
anticuerpo generalmente requiere la presencia de un dominio CH1. Todos los isotipos de la cadena pesada, que
incluyen IgM, comprenden un dominio CH1. Se cree que tanto la cadena ligera sustituta como una cadena ligera
relacionada interaccionan con una cadena pesada dada mediante el dominio CH1 de la cadena pesada en el
contexto de una IgM. Hasta el punto de que el desarrollo de anticuerpos de cadena pesada depende de la integridad
o funcionalidad estructural de una cadena pesada de isotipo IgM, la alteracion de la integridad estructural de la IgM o
funcion no seria deseable.

El desarrollo normal de anticuerpos requiere que los anticuerpos sobrevivan a través de una multiplicidad de
esquemas de seleccion complejos que producen la supervivencia y la definitiva expresion de anticuerpos funcionales
y utiles. Las alteraciones en la estructura del anticuerpo pueden demostrar ser perjudiciales para la supervivencia y
la expresion definitiva de un anticuerpo hasta el punto de que la alteracion estructural produzca la incapacidad del
anticuerpo para competir y desarrollarse eficazmente para la satisfacciéon de uno o mas de los esquemas de
seleccion de anticuerpos de la naturaleza.

Pronto en el desarrollo de anticuerpos, las cadenas pesadas del anticuerpo se someten a un proceso de seleccion
en el que la naturaleza elige, mediante una variedad de esquemas de seleccién, cadenas pesadas adecuadas para
someterse a seleccion adicional para formar con el tiempo anticuerpos funcionales y madurados por afinidad. Las
cadenas pesadas del anticuerpo expresadas a partir de segmentos de genes de la cadena pesada recombinados en
linfocitos B progenitores (o pro-linfocitos B) normalmente se emparejan con una cadena ligera suplente para la
presentacion sobre la superficie del pro-linfocito B en un isotipo IgM para formar una estructura (que incluye otros
co-receptores) denominados un pre-receptor de linfocitos B, o pre-BCR. Una vez el pre-BCR se presenta sobre la
superficie celular, se cree que el pre-BCR sefializa su formacién apropiada del complejo a la célula, instruyendo
eficazmente a la célula de que la cadena pesada ha pasado esta etapa de seleccidon temprana. Asi, la célula es
informada de que la cadena pesada puede someterse a seleccion adicional. Si la cadena pesada contiene un
defecto que es perjudicial para la formacién de un pre-BCR cuando se presenta en el contexto de una IgM y una
cadena ligera suplente, la célula experimentara apoptosis. Si la célula experimenta apoptosis, se perdera la utilidad,
o contribucion a la diversidad, de la region variable de la cadena pesada de la cadena pesada. Asi, una etapa muy
temprana en la seleccién de anticuerpos requiere la presentacion de la cadena pesada junto con una cadena ligera
suplente en el contexto de un isotipo IgM. Se cree que la cadena ligera suplente interacciona con IgM al menos en
parte mediante el dominio CH1 de IgM. Un fallo o alteracién en la estructura del anticuerpo en esta uniéon temprana
(por ejemplo, un dominio CH1 no funcional) puede producir un fallo de la seleccién clénica, pérdida del pro-linfocito B
que expresa la cadena pesada, y pérdida de la posibilidad de emplear el dominio variable de la cadena pesada
particular en un anticuerpo util.

Una vez la célula que lleva el pre-BCR pasa esta etapa de seleccion, la siguiente etapa de seleccion requiere que la
cadena pesada se empareje con una cadena ligera relacionada (por ejemplo, tanto kappa como lambda en ratones y
seres humanos). La estructura de la cadena pesada/cadena ligera relacionada emparejadas se presenta de nuevo
sobre la superficie de la célula, ahora un pre-linfocito B sin tratamiento previo, en el contexto de un isotipo de IgM
mediante el dominio CH1 de IgM. Este complejo sobre la superficie produce un receptor de linfocitos B (BCR) unido
a la membrana funcional. Se cree que este BCR sefaliza a la célula que la cadena pesada es adecuada para la
seleccion adicional, y que la célula puede ahora comprometerse para expresar esta cadena ligera particular y
proceder a etapas de maduracion de linfocitos B adicionales, que incluyen maduracién por afinidad y cambio de
clase. Si la cadena pesada contiene un defecto que es perjudicial para la formaciéon de un BCR cuando se presenta
en el contexto de una IgM y su cadena ligera relacionada, la célula experimentara apoptosis. Si la célula
experimenta apoptosis, se perdera la utilidad, o contribucién a la diversidad, de la regién variable de la cadena
pesada de la cadena pesada. Asi, una etapa muy temprana en la selecciéon de anticuerpos requiere la presentacion
de la cadena pesada junto con una cadena ligera suplente en el contexto de un isotipo IgM. Otra vez, un fallo o
alteracion en la estructura del anticuerpo (por ejemplo, un dominio CH1 no funcional) en esta unién temprana puede
producir fallo de la seleccidn clénica y pérdida concomitante del pre-linfocito B que expresa la cadena pesada.

Habiendo sobrevivido a la seleccion hasta ahora, el pre-linfocito B que presenta la cadena pesada emparejada con
su cadena ligera relacionada en el contento de IgM se somete entonces a un proceso de maduracién que por Ultimo
lugar produce el cambio de clase y mecanismos de seleccion adicionales en los que la cadena pesada y la cadena
ligera relacionada se presentan sobre la superficie del linfocito B en el contexto de un isotipo IgG. Seria en esta
etapa que se produciria cualquier selecciéon de cadenas pesadas de IgG que carecen de un dominio CH1 o que
carecen de un dominio CH1 y una regién bisagra. En ratones empleados en la invencioén, se cree que un repertorio
normal de regiones variables de la cadena pesada estaria disponible para la seleccién basandose en si el dominio
variable sobreviviria para expresarse en una cadena pesada de IgG que carece de un dominio CH1 o que carece de
un dominio CH1 y una region bisagra. A diferencia, los ratones que tienen IgM alteradas probablemente no
presentarian un repertorio completo de regiones variables de la cadena pesada, ya que solo aquellas regiones
variables capaces de sobrevivir a la seleccion en el contexto de una IgM alterada estarian disponibles para el
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cambio de clase.

Asi, un animal que carece de una IgM funcional puede experimentar una reduccién marcada en la capacidad para
producir una poblacién de linfocitos B tras el reordenamiento de segmentos de genes variables de la cadena pesada
por lo demas adecuados. En un caso tal, incluso si esta disponible un amplio suministro de regiones variables de la
cadena pesada (es decir, el animal tiene un numero adecuado de segmentos de genes de la region variable de la
cadena pesada capaces de reordenarse), puede no formarse una poblacién satisfactoria de linfocitos B que muestre
un grado de diversidad deseable debido a una alteracion de IgM que mitiga contra la supervivencia de una cadena
pesada durante el proceso de seleccion.

Produccion de anticuerpos de la cadena pesada con un gen de IgM funcional

Se desea mantener un numero adecuado de regiones variables de la cadena pesada reordenadas que puedan
sobrevivir eficazmente a la seleccion cuando se presentan durante el desarrollo de linfocitos B en el contexto de una
IgM con el fin de generar diversidad suficiente para producir anticuerpos inmunizando un ratén con un inmunogén de
interés. Asi, un ratéon genéticamente modificado que comprende un dominio CH1 no funcional o un dominio CH1 no
funcional y una regioén bisagra no funcional en una cadena pesada de la inmunoglobulina no debe comprender una
delecién de CH1 en ambos alelos de IgM.

En algunas realizaciones, no se desea delecionar dominios CH1 de todos los isotipos de Ig con el fin de producir un
anticuerpo de cadena pesada en un ratdn genéticamente modificado. Asi, se proporcionan meétodos y
composiciones para producir un anticuerpo de cadena pesada en un ratén genéticamente modificado inhabilitando,
delecionando, o convirtiendo de otro modo en no funcional una secuencia de nucleétidos que codifica un dominio
CH1 o fragmento del mismo de una IgG (y en algunas realizaciones también inhabilitando, delecionando o
convirtiendo de otro modo en no funcional una regién bisagra de la IgG) mientras que se permiten otros isotipos (por
ejemplo, IgM) para retener dominios CH1 funcionales. Se cree que la funcionalidad de otros dominios CH1 de isotipo
(distintos de uno o mas dominios CH1 de IgG seleccionados) produce un proceso de desarrollo de linfocitos B que
no altera o altera sustancialmente las etapas de desarrollo en las que el dominio variable de la cadena pesada se
presenta en el contexto de un isotipo no 1gG, por ejemplo, en un isotipo IgM. Asi, la alteracién de, por ejemplo,
etapas dependientes de IgM durante el desarrollo de linfocitos B se minimiza relativamente. Sin limitacion en cuanto
a la invencion (que se describe por las reivindicaciones), los inventores proponen que minimizar la alteracion de
etapas de seleccion tempranas asociadas a la presentacion del dominio variable de la cadena pesada en un
contexto de IgM producira mas células que poseen las regiones variables de la cadena pesada que sobreviven a
experimentar cambio de clase a un isotipo IgG y seleccidn en el contexto de una IgG que carece de un dominio CH1
funcional o que carece de un dominio CH1 funcional y carece de una region bisagra funcional.

Por consiguiente, se emplea un ratén genéticamente modificado, también se refiere a métodos y composiciones de
produccién del ratén, en el que la modificacion genética produce la ausencia de un dominio CH1 funcional (en otra
realizaciéon la ausencia de una region bisagra funcional) en un dominio de Ig que no es un dominio de IgM. En
diversas realizaciones, una secuencia que codifica CH1 o CH1 y la region bisagra (o una porcion sustancialmente
funcional de la misma) se deleciona en el genoma del ratén genéticamente modificado. El ratén genéticamente
modificado es util en producir anticuerpos de cadena pesada (es decir, anticuerpos que carecen de una cadena
ligera), que incluyen anticuerpos completamente humanos (en un ratén genéticamente modificado para incluir genes
de la inmunoglobulina humana) y anticuerpos humanos/ratén quiméricos (por ejemplo, en un ratén genéticamente
modificado para incluir segmentos de genes de la region variable humana, regiones D y regiones J).

Anticuerpos de cadena pesada

Los anticuerpos son utiles como terapéuticos humanos. También son Utiles anticuerpos de cadena pesada, es decir,
anticuerpos que carecen de una cadena ligera, como terapéuticos humanos. Debido a que los anticuerpos de
cadena pesada carecen de una cadena ligera, son mas pequefios y asi se espera que presenten mejor penetracion
en el tejido que los anticuerpos que contienen cadenas ligeras, incluso tienen un perfil farmacocinético similar o mas
favorable e incluso retienen funcién efectora similar en comparaciéon con un anticuerpo convencional. Debido a que
son mas pequeios, los anticuerpos de cadena pesada también son capaces de administracion a una mayor dosis en
un volumen dado. Un método frecuente de administracion de anticuerpos es mediante inyeccion subcutanea, y una
reduccion en el volumen de administracion para una dosificacion dada de anticuerpo puede proporcionar beneficios
a pacientes y evitar complicaciones y dolor debido a inyecciones subcutaneas de grandes volumenes.

Otra ventaja de los anticuerpos de cadena pesada es la capacidad para producir anticuerpos biespecificos por
heterodimerizacién de cadenas pesadas con especificidad por dos epitopes diferentes en un Unico terapéutico.
Debido a que los anticuerpos de cadena pesada carecen de una cadena ligera, son particularmente aptos para
producir anticuerpos biespecificos, ya que no hay requisito de manipular por ingenieria una cadena ligera comun que
no interferiria con la afinidad de unién o especificidad de cualquier cadena pesada, sino que también permitiria la
expresion adecuada del anticuerpo biespecifico.

Los ratones genéticamente modificados empleados en la invencidon pueden usarse para producir una amplia
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variedad de anticuerpos de cadena pesada. Las modificaciones genéticas descritas en el presente documento
pueden hacerse, por ejemplo, en cualquier cepa de raton adecuada. La cepa de ratdon puede tener cualquier
antecedente genético adecuado para producir un anticuerpo de cadena pesada de eleccién. Algunos antecedentes
genéticos que engloban realizaciones particulares se proporcionan a continuacion.

El ratén genéticamente modificado puede ser un ratén que comprende una modificacidon genética segun la invencion
y uno o mas segmentos de genes de la region variable humana reordenados, uno o mas segmentos de genes de la
region D sin reordenar, y uno o mas segmentos de genes de la region J sin reordenar que sustituyen un locus de la
region variable de la cadena pesada de ratén enddégena. En un ratén tal, el locus de la regién variable humanizada
es capaz de recombinarse para formar un gen de la region variable reordenado en la direccion 5' de las secuencias
de dominio constante de ratdn enddégeno (en el que uno o mas de los genes de la region constante de
inmunoglobulina se modifica como se describe en el presente documento). El ratdn seria asi capaz de producir un
anticuerpo de cadena pesada constante variable humano/ratén quimérico. Tras la exposicion a un inmunogén de
interés, el ratdon seria capaz de generar un anticuerpo de cadena pesada segun la invencion que se madura por
afinidad y es capaz de unirse especificamente a un epitope del inmunogén de interés.

El ratén genéticamente modificado puede ser un ratén que comprende una regién variable de ratén endégena que
incluye segmentos de genes de la region variable de ratén endégena sin reordenar, segmentos de genes de la
regiéon D de ratén enddgena sin reordenar y segmentos de genes de la regiéon J de ratdon enddégena sin reordenar, en
los que el ratdbn comprende una modificacién genética de una region constante de la cadena pesada de ratén como
se describe en el presente documento. El ratén seria asi capaz de producir un anticuerpo de cadena pesada de
raton. Tras la exposicion a un inmunogén de interés, el ratén seria capaz de generar un anticuerpo de cadena
pesada segun la invencidon que se madura por afinidad y es capaz de unirse especificamente al epitope del
inmunogén de interés.

También se refiere a un ratdén genéticamente modificado que comprende un transgén humano que comprende
segmentos de genes de la region variable humana sin reordenar, segmentos de genes D humanos sin reordenar y
segmentos de genes J humanos sin reordenar, un gen mu y una secuencia que permite el cambio en trans. El ratén
comprenderia ademas una modificacién de la regidon constante de la cadena pesada de ratén como se describe en
el presente documento. El ratén seria asi capaz de producir un anticuerpo de IgM completamente humano, y
mediante cambio en trans un anticuerpo quimérico variable humano/constante de ratén, en el que el dominio
constante comprende una modificacion genética como se describe en el presente documento. Tras la exposicion a
un inmunogén de interés, el ratén seria capaz de generar un anticuerpo de cadena pesada segun la invencion que
se madura por afinidad y es capaz de unirse especificamente a un epitope del inmunogén de interés.

Expresioén in vitro de anticuerpos de cadena pesada

Los inventores han establecido que una regién variable de la cadena pesada humana o de ratén (hVR o mVR)
normal puede expresarse en un sistema in vitro en el contexto de una IgG que carece de un dominio CH1 funcional.
Los inventores expresaron una hVR a partir de un minilocus de hVR sin reordenar en un ratén con una IgM no
mutante de raton. La hVR expresada se cloné sobre una IgG2b que carece de un dominio CH1, y la hVR-
IgG2bACH1 resultante se expreso y se secretd por un célula CHO transfectada transitoriamente con la construccion
de hVR-IgG2bACH1, estableciendo eficazmente que una hVR seleccionada en un ratén que tiene una IgM no
mutante puede ser expresada y secretada por una célula cuando se cambia a una IgG que carece de un dominio
CH1 funcional, es decir, como un anticuerpo de cadena pesada.

Los inventores construyeron un sistema in vitro para expresar cadenas pesadas que carecen de dominios CH1 y que
tienen hVR o VR camelizadas humanas (hVR*s) en células CHO. Las VR se obtuvieron de un raton RAG que
contuvo una sustitucion del locus de cadena pesada de ratdon endégena con un minilocus de la region variable de la
cadena pesada humana (que tiene tres segmentos de genes de la region V humana, 6-1, 1-2 y 1-3, todos los
segmentos de genes de DH humanos y todos los segmentos de genes de JH humanos). Los loci de la cadena ligera
kappa y lambda de la inmunoglobulina de ratén enddgena fueron intactos y funcionales.

Se produjeron construcciones de cadena pesada quimérica (hVR-mFc) y de cadena pesada camelizada (hVR*-mFc)
para la expresion en células CHO, usando las secuencias de VR obtenidas del ratén que lleva el minilocus descrito
anteriormente. Las cadenas pesadas quiméricas fueron el producto de recombinacion V-D-J normal durante el
desarrollo de linfocitos B en el ratdn para formar un anticuerpo funcional que comprende una cadena pesada
quimérica (hVR-mFc) y una cadena ligera de ratén. Se produjeron construcciones de hVR-mFc y hVR*-mFc,
teniendo ambas un dominio CH1 y careciendo de un dominio CH1.

La transfeccion transitoria de las construcciones hVR-mFc y hcVR-mFc en células CHO mostré que en ausencia de
un dominio CH1, las cadenas pesadas que tienen hVR y hVR* se expresaron y siguieron siendo solubles en el
sobrenadante. En presencia de un dominio CH1, las cadenas pesadas que contienen tanto hVRs como hVR*s no se
expresaron en el sobrenadante. Esta observacién sugiri6 que tales anticuerpos de cadena pesada podrian
producirse sin emplear dominios VHH de camélido, por ejemplo, con dominios VH humanos o de ratén, en
anticuerpos de cadena pesada que carecieron de un dominio CH1.
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Anticuerpos de cadena pesada humanizados

Para producir una versibn humanizada de un anticuerpo de cadena pesada, un animal homocigético para la
modificacién se inmuniza con un antigeno y una vez se ha establecido una respuesta inmunitaria especifica del
animal, las células del bazo del animal inmunizado se fusionan con una célula inmortal adecuada (por ejemplo, una
célula de mieloma) para producir células de hibridoma. Alternativamente, los anticuerpos pueden obtenerse
directamente a partir de linfocitos B del animal inmunizado. Los sobrenadantes de las células de hibridoma (o, por
ejemplo, de linfocitos B aislados) se criban para la presencia de anticuerpo por enzimoinmunoanalisis de adsorcion
(ELISA) y los anticuerpos especificos para el antigeno pueden seleccionarse basandose en las caracteristicas
deseadas.

Pueden aislarse acidos nucleicos de la region variable de la cadena pesada (VH) de hibridoma y/o linfocitos B
usando técnicas de biologia molecular convencionales conocidas en la técnica (Sambrook, et al. 1989. Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, Segunda Edicion, Cold Spring Harbor, N.Y.; Ausubel, et al. 1995. Short Protocols in
Molecular Biology, 32 ed., Wiley & Sons). Una vez se ha determinado la secuencia de acidos nucleicos de VH, la
secuencia de aminoacidos deducida puede obtenerse y compararse con otras secuencias de VH humanas para
identificar un grupo de secuencias de VH relacionadas que tienen una secuencia similar. Pueden obtenerse
secuencias de VH relacionadas usando bases de datos de anticuerpos disponibles para aquellos expertos en la
materia, por ejemplo, The International ImMunoGeneTics Information System® (IMGT®). Esta comparacion puede
realizarse por alineamiento de las secuencias realizado tanto a simple vista como, alternativamente,
electronicamente empleando un programa de alineamiento (por ejemplo, CLUSTAL). En esta comparacion se
identifican las regiones determinantes de la complementariedad (CDR) y las regiones estructurales (FR). Se
determinan los residuos de CDR y FR segun una definicién de secuencias convencional (por ejemplo, Kabat et al.
1987, Sequences of Proteins of Immunological Interest, National Institutes of Health, Bethesda Md.; Chotia y Lesk,
1987. J. Mol Biol. 196:901-917). Aquellos expertos en la materia apreciaran que ocasionalmente pueden existir
discrepancias en los métodos de numeracién y determinacion de las regiones CDR y FR de una secuencia de la
cadena pesada de la inmunoglobulina. En tales casos, se prefiere la definicion estructural, sin embargo, los residuos
identificados por el método de definicion de secuencias se consideran residuos de FR importantes para la
determinacion de qué residuos de la region estructural van a sustituirse basandose en una comparacién de
secuencias de la cadena pesada.

Una vez alineadas, se identifican las posiciones sustituibles en las secuencias de VH. Si la identidad de un
aminoacido en una posicion en la secuencia de VH aislada varia cuando se compara con las otras secuencias de
VH humanas, entonces la posicion se evalla para la idoneidad de una sustitucion en esa posicién de la secuencia
de VH aislada. Por tanto, cualquier posicion en la secuencia de VH aislada que varie con la(s) otra(s) secuencia(s)
de VH relacionada(s) con la que esta siendo comparada puede servir posiblemente de posiciéon que podria estar
sustituida con el aminoéacido en la posicion correspondiente encontrada en una o cualquiera de las otras secuencias
de VH relacionadas. Las posiciones que comparten identidad con las otras secuencias de VH humanas
relacionadas, es decir, aquellas que no demuestran variabilidad, se determinan por ser posiciones no sustituibles. En
diversos casos, los métodos anteriores se emplean para proporcionar una secuencia de anticuerpos de la cadena
pesada humana consenso.

Un anticuerpo de cadena pesada humanizado para los fines descritos en el presente documento es una variante de
la secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de la inmunoglobulina o fragmento de la misma que es capaz de
unirse a un antigeno predeterminado y que comprende una region FR que tiene una secuencia de aminoacidos
sustancialmente similar o una idéntica en comparacion con una secuencia de aminoacidos de FR humana, y una
CDR que tiene una secuencia de aminoacidos sustancialmente similar o idéntica a una secuencia de aminoacidos
de CDR no humana. En general, un anticuerpo de cadena pesada humanizado tiene uno o mas restos de
aminoacidos que se derivan de una fuente no humana. Tales restos normalmente se derivan de un dominio variable
de la cadena pesada. Ademas, estos restos pueden tener asociados caracteristicas tales como, por ejemplo,
afinidad y/o especificidad, ademas de otra actividad biolégica deseable asociada a la funcién de anticuerpo.

En diversas realizaciones, el anticuerpo de cadena pesada humanizado comprende sustancialmente todo de al
menos uno, y en otras realizaciones al menos dos, dominios VH en los que todas o sustancialmente todas de las
regiones CDR se corresponden con aquellas de un dominio VH no humano y todas o sustancialmente todas de las
regiones de FR son aquellas de una secuencia del dominio VH humano. El anticuerpo de cadena pesada
humanizado comprendera una region constante de inmunoglobulina (Fc) Unica, que en una realizacion carece de al
menos el dominio CH1, y en una realizaciéon también carece de la region bisagra de una Fc humana. En una
realizacion, el anticuerpo de cadena pesada no comprendera una cadena ligera y comprendera las regiones CH2 y
CH3 de una region constante de la cadena pesada de la inmunoglobulina G (IgG). En una realizacién, la region
constante del anticuerpo de cadena pesada incluira las regiones bisagra, CH2 y CH3 de la Fc de la cadena pesada
de 1gG. En una realizacion, la region constante del anticuerpo de cadena pesada incluira una region CH1 de una
IgM.

El anticuerpo de cadena pesada humanizado se seleccionara de cualquier clase de IgG, que incluye 1gG1, 1gG2,
IgG3 e IgG4. En diversas realizaciones, la region constante puede comprender secuencias de mas de una clase de
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IgG, y el seleccionar regiones constantes particulares para optimizar funciones efectoras deseadas esta dentro de la
experiencia habitual de técnica.

En general, la FR de la cadena pesada y las CDR de la cadena pesada del anticuerpo de cadena pesada
humanizado no necesitan corresponderse exactamente con las secuencias parentales, por ejemplo, la CDR de la
cadena pesada no humana o las FR de la cadena pesada humana pueden alterarse por sustitucion, insercion o
delecion de al menos un residuo de manera que el residuo de CDR de la cadena pesada o de FR de la cadena
pesada en un sitio dado no se corresponda con tanto la secuencia de FR de la cadena pesada humana como la
secuencia de CDR de la cadena pesada no humana. Tales mutaciones, sin embargo, no seran amplias. En una
realizacién, al menos el 75 % de los residuos del anticuerpo de cadena pesada humanizado se corresponderan con
aquellos de las secuencias de FR de la cadena pesada parental y de CDR de la cadena pesada, en otra realizacion
el 90 %, y en otra realizacion mas del 95 %.

Los anticuerpos de cadena pesada humanizados como se desvelan en el presente documento, en una realizacion,
se preparan por un proceso de analisis de secuencias parentales y diversas secuencias compuestas humanizadas
conceptuales in silico, usando programas informaticos disponibles y conocidos para aquellos expertos en la técnica.
Las modificaciones de secuencias para producir versiones humanizadas y/o para cambiar caracteristicas tales como
inmunogenicidad, afinidad, etc. se producen empleando métodos conocidos en la técnica (por ejemplo, documentos
US 5.565.332 Hoogenboom et al.; US 5.639.641 Pedersen et al.; US 5.766.886 Studnicka et al.; US 5.859.205 Adair
et al.; US 6.054.297 Carter et al.; US 6.407.213 Carter et al.; US 6.639.055 Carter et al.; US 6.849.425 Huse et al.;
US 6.881.557 Foote; US 7.098.006 Gorman et al.; US 7.175.996 Watkins et al.; US 7.235.643 Nicolaides et al.; US
7.393.648 Rother et al.; US 7.462.697 Couto et al.).

En diversos casos, las sustituciones deseadas a una secuencia de anticuerpos de la cadena pesada parental para
producir una variante de un anticuerpo de cadena pesada parental son aquellas que en una realizacién mantienen, o
en otra realizacién aumentan, la actividad de unién al antigeno del anticuerpo de cadena pesada parental. En
general, una variante de anticuerpo de cadena pesada de un anticuerpo de cadena pesada parental tiene una
afinidad de unién al antigeno que es al menos el 10 %, al menos el 20 %, al menos el 30 %, al menos el 40 %, al
menos el 50 %, al menos el 60 %, al menos el 70 %, al menos el 80 %, al menos el 90 % o al menos 100 % (por
ejemplo, al menos el 150 %, al menos el 200 %, al menos el 500 %, al menos el 1000 %, o hasta al menos el
10.000 %) de la afinidad de union del anticuerpo de cadena pesada parental con un antigeno particular. En algunas
realizaciones, un anticuerpo de cadena pesada de variante comprendera una Unica sustitucion en comparacion con
un anticuerpo de cadena pesada parental. Sin embargo, en otros casos, varios aminoacidos, por ejemplo, hasta
aproximadamente 5 o 10 o mas, estan sustituidos en comparacién con la secuencia de anticuerpos de cadena
pesada parental que se derivan de otras secuencias de la cadena pesada humana que comparten identidad en una
posicion dada. Las sustituciones en una realizacion son conservativas (es decir, un aminoacido que comparte
propiedades similares con el residuo que va a sustituirse), y en otra realizacién no conservativas (es decir, un
aminoacido que comparte diferentes propiedades con el residuo que va a sustituirse). En diversos casos, el
anticuerpo de cadena pesada de variante resultante se prueba para confirmar que la afinidad de unién deseada y/o
especificidad no han sido significativamente reducidas por los residuos de sustitucion. En algunas realizaciones, un
anticuerpo de cadena pesada de variante mejorado se produce por la sustitucion de aminoacidos de una secuencia
de la cadena pesada humana diferente.

Se ha demostrado que los anticuerpos de cadena pesada que existen de forma natural (por ejemplo, encontrados en
camélidos) contienen restos de aminoacidos Unicos en las posiciones correspondientes a la interfase entre regiones
variables de las cadenas pesadas y ligeras en moléculas de anticuerpo tradicionales (es decir, dos cadenas pesadas
y dos cadenas ligeras). Estos residuos de interfase son conocidos por afectar la proximidad u orientacion de las dos
cadenas con respecto a otra en anticuerpos tradicionales. Aunque estos anticuerpos de cadena pesada naturales
son conocidos por contener la sustitucion de residuos que se correlacionan con la ausencia de regiones variables de
la cadena ligera, retienen los residuos en otras posiciones en la secuencia en comparacién con anticuerpos
tradicionales para preservar el pliegue de inmunoglobulina caracteristico. Las sustituciones encontradas en
anticuerpos de cadena pesada naturales son L11S, V37F, G44E, L45R o L45C, W47G y restos de cisteina
adicionales que contribuyen a un enlace disulfuro entre la CDR1 y CDRS3 de la regién variable de la cadena pesada.
En algunos casos, los anticuerpos de cadena pesada pueden retener el residuo del anticuerpo parental en estas
posiciones. En otros casos, el anticuerpo parental puede mostrar mutaciones en estas posiciones que estan
asociadas a los residuos en anticuerpos de cadena pesada naturales. En algunos casos, puede desearse retener el
mismo residuo como se encuentra en el anticuerpo de cadena pesada parental en al menos una de estas posiciones
0, en un caso, todas de estas posiciones cuando se produce un anticuerpo de cadena pesada humanizado derivado
de una secuencia de VH aislada de un ratéon genéticamente modificado como se describe en el presente documento.
En diversos casos, un experto en la técnica entendera que no se espera razonablemente que estos residuos de la
interfase participen en las interacciones intercatenarias en anticuerpos de cadena pesada producidos por el raton
genéticamente modificado como se describe en el presente documento.

Produccion de animales genéticamente modificados

Modificaciones genéticas para producir un animal que expresa un anticuerpo de cadena pesada se describen
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convenientemente usando el ratdn como una ilustracion. Un ratén genéticamente modificado segun la invencion
puede producirse en una variedad de formas, realizaciones particulares de las cuales se tratan a continuacion.

Una ilustracién esquematica (no a escala) de un locus de IgG1 se proporciona en la figura 1 (arriba) para mostrar la
disposicién del dominio CH en el locus de IgG1. Como se ilustra, los dominios CH1, CH2 y CH3 y la regién bisagra
estan presentes en tramos facilmente identificables de nucleétidos aguas abajo de una regién de cambio.

Un ratén genéticamente modificado que carece de una secuencia de nucledtidos que codifica un dominio CH1 de
una IgG1, pero que contiene una region bisagra, puede producirse por cualquier método conocido en la técnica. Por
ejemplo, puede producirse un vector de direccionamiento que sustituye el gen de IgG1 con una IgG1 truncada que
carece de un dominio CH1, pero que contiene la bisagra. La Figura 2 ilustra un genoma de ratén (arriba) elegido
como diana por una construccién de direccionamiento que tiene un brazo de homologia en 5' (con respecto a la
direccion de transcripcion del gen de IgG1 gendmico) que contiene la secuencia en la direccion 5' del dominio CH1
endogeno, seguido de secuencias de nucledtidos que codifican una bisagra de IgG1, un dominio CH2 de IgG1, un
dominio CH3 de IgG1, un casete de seleccion de farmacos (por ejemplo, un gen de resistencia flanqueado por lox) y
un dominio transmembranario de IgG1, y un brazo de homologia de 3' que contiene la secuencia 3' con respecto al
dominio transmembranario. Tras la recombinacion homadloga en el locus y la eliminacién del casete de seleccion de
farmaco (por ejemplo, por tratamiento con Cre), la IgG1 enddgena se sustituye por una IgG1 que carece de un
dominio CH1 (debajo de la Figura 2; sitio lox no mostrado). La Figura 1 (IgG1ACH1, centro) muestra la estructura del
locus resultante, que expresara una IgG1 que tiene una secuencia de la regién J fusionada con una secuencia
bisagra.

Puede producirse un ratéon genéticamente modificado que carece de una secuencia de nucleétidos que codifica un
dominio CH1 de una IgG1 y que carece de una secuencia de nucleétidos que codifica una region bisagra por
cualquier método conocido en la técnica. Por ejemplo, puede producirse un vector de direccionamiento que sustituye
el gen de IgG1 con una IgG1 truncada que carece de una secuencia que codifica un dominio CH1 y que carece de
una secuencia que codifica la regién bisagra. La Figura 3 ilustra un genoma de ratén (arriba) elegido como diana por
una construccion de direccionamiento que tiene un brazo de homologia de 5' (con respecto a la direcciéon de
transcripcion del gen de 1IgG1 gendmico) que contiene secuencia en la direccién 5' del dominio CH1 enddgeno,
seguido de secuencias de nucleédtidos que codifican un dominio CH2 de IgG1, un dominio CH3 de IgG1, un casete
de seleccion de farmacos (por ejemplo, un gen de resistencia flanqueado por lox) y un dominio transmembranario de
IgG1, y un brazo de homologia de 3' que contiene la secuencia 3' con respecto al dominio transmembranario. Tras la
recombinacion homologa en el locus y la eliminacién del casete de seleccién de farmacos (por ejemplo, por
tratamiento con Cre), el gen de IgG1 enddgeno esta sustituido por un gen de IgG1 que carece de una secuencia que
codifica un dominio CH1 (debajo de la Figura 3; sitio lox no mostrado). La Figura 1 (IgG1ACH1-Abisagra, abajo)
muestra la estructura del locus resultante, que expresara una IgG1 que tiene una secuencia de la regién J fusionada
con el dominio CH2.

Un ratén genéticamente modificado que carece de una secuencia de CH1 de IgG1 (IgG1ACH1), o que carece de
una secuencia de CH1 de IgG1 y que carece de una bisagra (IgG1ACH1-Abisagra), puede modificarse
adicionalmente para favorecer el uso del isotipo IgG1 modificada delecionando uno o varios de otros isotipos IgG,
por ejemplo, delecionando o inhabilitando funcionalmente secuencias que codifican IgG2b e IgG2a. Por ejemplo, se
produce una construccion de direccionamiento que tiene un brazo de homologia de 5' que contiene la secuencia en
la direccion 5' de la secuencia de la region bisagra endégena (o en la direccion 5' de la secuencia del dominio CH1
enddgeno), secuencias que codifican los dominios CH2 y CH3 de IgG1, un casete de selecciéon de farmaco seguido
de una secuencia que codifica el dominio transmembranario de IgG1, seguido de otro casete de seleccién de
farmaco si se desea. Tras la recombinacion homaéloga en el locus y la eliminacion del (de los) casete(s) de seleccion
de farmacos (por ejemplo, por tratamiento con Cre), el locus constante de la cadena pesada endégena contiene solo
dos genes de IgG: una IgG3 enddgena y IgG1ACH1 (véase la Figura 4, abajo; sitio(s) de recombinasa no
mostrados; véase la Figura 6, abajo) o IgG1ACH1-Abisagra (véase la Figura 5, abajo; sitio(s) de recombinasa no
mostrados; véase la Figura 6, abajo).

Una IgG1 expresada en un ratéon genéticamente modificado que tiene un alelo de IgG1ACH1-Abisagra o de
IgG1ACH1AlgG2alAgG2b tendra una estructura como se muestra en el panel derecho de la Figura 10, es decir, el
dominio de VH se fusionara con el dominio CH2. El panel izquierdo de la Figura 10 proporciona, para comparacion,
un anticuerpo de IgG1 no mutante, que muestra su dominio CH1 asociado mediante una regién bisagra con el
dominio CH2, y asociado por enlace disulfuro al dominio constante de la cadena ligera CL. A diferencia, el
anticuerpo producido por el ratéon genéticamente modificado carece de los dominios bisagra y CH1 y asi carece de
cualquier dominio CL.

Los ratones genéticamente modificados, como se ha descrito anteriormente, y otros, se producen introduciendo una
construccion de direccionamiento adecuada dentro de una célula ES adecuada de raton (en uno o mas
direccionamientos independientes), y clones positivos que comprenden un marcador o casete de seleccién de la
construccién de direccionamiento se identifican y cultivan. Entonces se emplean clones como células ES donantes
en un embridon huésped en condiciones adecuadas para producir un ratéon quimérico o un ratén completamente
derivado de células ES. El marcador o casete de seleccién puede eliminarse opcionalmente, tanto en la etapa de
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célula ES como en el ratéon quimérico o derivado de célula ES, por ejemplo, empleando un casete flanqueado por lox
y cruzando con una cepa que contiene Cre, o por electroporacion de la célula ES con un vector de expresion de Cre.

Se produjo un ratén genéticamente modificado que tiene un alelo de IgG1ACH1-Abisagra (heterocigético) segun una
realizacién de la invencion. Se aislé suero del ratén y se transfirié en una Western (condiciones reductoras) usando
un anticuerpo anti-lgG1 de raton para detectar cadena pesada. A diferencia de un ratén no mutante, que mostré una
banda correspondiente en tamafio a una cadena pesada de IgG1 no mutante, el ratén genéticamente modificado
para contener el alelo de IgG1ACH1-Abisagra también expresé una cadena pesada que reaccioné con el anticuerpo
anti-lgG1 de ratén que tuvo el tamafio esperado de un anticuerpo de cadena pesada que consiste en los dominios
VH, CH2 y CH3 (véase la Figura 8).

Ejemplos
Ejemplo 1: Expresion in vitro de anticuerpos de cadena pesada

Se produjeron construcciones de la cadena pesada quiméricas usando técnicas de biologia molecular (por ejemplo,
véase Maniatis et al. 1982. Molecular Cloning: A Laboratory Manual. Cold Spring Harbor Laboratory) para fusionar
regiones variables humanas con una regién constante de IgG2b murina (mlgG2b). El segmento del gen variable
humano para cada construccion fue un segmento de gen variable humano de longitud completa que contenia ambos
exones (es decir, secuencia conductora mas secuencia madura), identificados a partir de una hVR de una IgM
aislada de un raton RAG sin tratamiento previo que contenia una sustitucion del locus de la cadena pesada de la
inmunoglobulina de ratéon endégena con tres segmentos de genes de hVR, todos los segmentos de genes de hDH, y
todos segmentos de genes de hJH. La cadena ligera del anticuerpo IgM fue una cadena ligera de ratén.

Se usaron dos versiones de la secuencia de migG2b; una con y una sin un dominio CH1. También se produjeron
varias otras construcciones para servir de controles de transfeccion y de expresién. Se produjo una primera
construccion de control usando un receptor de citocina fusionado con los dominios CH2 y CH3 de la region
constante de IgG2a de raton (mlgG2a) (Control I). Se construyeron otros dos controles fusionando una secuencia
sefial de ROR murina con una secuencia de IgG2a murina con y sin dominios CH1 (Control Il y I, respectivamente).

También se produjeron versiones camelizadas de cada regién variable humana usando técnicas de mutagénesis
dirigida al sitio por PCR (por ejemplo, véase Hutchinson et al. 1978. Mutagenesis at a specific position in a DNA
sequence. J. Biol. Chem. 253(18):6551-60). Se usaron dos conjuntos de cebadores especificos para cada region
variable para crear mutaciones especificas dentro de la secuencia de la region variable humana produciendo una
secuencia de la region variable humana que contenia caracteristicas similares a camello. Se usaron cebadores L1
(SEQ ID NO:1) y HH1.2 mut BOT (SEQ ID NO:2) para amplificar un producto que comprende la mitad de &' de la
region variable mientras que los cebadores HH1.2 mut TOP (SEQ ID NO:3) y m18.3.1 (SEQ ID NO:4) se usaron
para amplificar la mitad de 3' de la region variable. Estos productos se purificaron y se mezclaron juntos para servir
de molde para una tercera reaccion de PCR usando los cebadores L1 y m18.3.1. El producto de PCR de la regién
variable humana camelizada resultante se clond, se purificd y se confirmé por secuenciacion.

Se produjeron construcciones de cadena pesada de longitud completa (variable y constante) amplificando las
regiones variables humanas (camelizadas y no camelizadas) y las regiones constantes con cebadores que
contenian sitios de enzimas de restriccién para permitir la posterior ligacion mediante extremos cohesivos. Todas las
construcciones de cadena pesada de longitud completa se clonaron en vectores de expresion, se purificaron y se
confirmaron otra vez por secuenciacion. La Tabla 1 expone cada construccion de la cadena pesada, sus SEQ ID
NOs y una descripcién corta para cada construccion.

Tabla 1
Construccion Descripcion SEQ ID NO (ADN/Proteina)
Region variable humana no camelizada fusionada 5/6
hVR-mFc .
con IgG2b de raton
* Region variable humana camelizada fusionada con 7/8
hVR*-mFc .
IgG2b de ratdon
Regién variable humana no camelizada fusionada 9/10
hVR-mFcACH1 con IgG2b de ratén que carece de un dominio CH1
. Region variable humana camelizada fusionada con 11/12
hVR*-mFcACH1 IgG2b de ratdén que carece de un dominio CH1

Se transfectaron transitoriamente construcciones de cadena pesada quiméricas en células de ovario de hamster
chino (CHO-K1) para analizar la expresion en ausencia de cadena ligera de la inmunoglobulina. Se examinaron los
sobrenadantes y lisados celulares por transferencia Western para detectar la presencia de cadena pesada usando
anticuerpo anti-lgG de ratén conjugado con peroxidasa de rabano picante (HRP) (Promega) por
quimioluminiscencia. Todas las construcciones de cadena pesada quiméricas se transfectaron transitoriamente seis
(6) veces independientes. Una transferencia Western representativa de las transfecciones se muestra en la Figura 7.
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Todas las construcciones de cadena pesada quiméricas, con y sin el dominio CH1, ademas de las construcciones de
control, se detectaron en el lisado celular. Solo se observaron construcciones que carecian de un dominio CH1 en
los sobrenadantes (Figura 7, izquierda). También se detectaron Control | y Control Il (proteina Fc de ratén que
carece de un dominio CH1) (Figura 7), pero no se detecté proteina Fc de ratéon que contuviera un dominio CH1.
Tanto las construcciones de cadena pesada no camelizadas como camelizadas que contienen un dominio CH1 no
se detectaron en el sobrenadante para ninguna transfeccién (Figura 7, derecha). Sin embargo, se detectaron tanto
las construcciones de cadena pesada humanas no camelizadas como camelizadas que carecen de un dominio CH1
en el sobrenadante para todas las transfecciones. Juntos, los resultados establecen que hVRs (normales o
camelizados) que carece de un dominio CH1 pueden ser expresados y secretados por células CHO transitoriamente
transfectadas en ausencia de cadena ligera de la inmunoglobulina, mientras que hVRs (normales o camelizados)
que contienen un dominio CH1 podrian no ser secretados en ausencia de cadena ligera.

Ejemplo 2: Modificacion de la regién constante de IgG1 de la cadena pesada de ratén
A. Preparacion de un vector de direccionamiento IlgG1-CH1-Bisagra de ratén (Figura 3)

Se construyé una construccion de direccionamiento para introducir una delecion de las regiones CH1 y bisagra del
dominio constante de IgG1 de ratén para el alelo C57BL/6 de una célula ES de un ratén VELOCIMMUNE® (descrito
mas adelante).

La construccion de direccionamiento se produjo usando tecnologia VELOCIGENE® (véase, por ejemplo, la patente
de EE.UU. N.° 6.586.251 y Valenzuela et al. (2003) High-throughput engineering of the mouse genome coupled with
high-resolution expression analysis, Nature Biotech. 21(6):652-659) para modificar el cromosoma artificial bacteriano
(BAC) BMQ 70p08. Se modific6 ADN del BAC BMQ 70p08 para delecionar las regiones CH1 y bisagra del dominio
constante de IgG1 mientras que dejaban el resto del gen de IgG1 intacto (por ejemplo, exones de CH2, CH3 y
transmembranarios).

Brevemente, se produjeron los brazos de homologia aguas arriba y aguas abajo empleando los cebadores m102
(SEQ ID NO:13) y m104 (SEQ ID NO:14) y m100 (SEQ ID NO:15) y m99 (SEQ ID NO:16), respectivamente. Estos
brazos de homologia se usaron para producir un casete que deleciond las regiones CH1 y bisagra del dominio
constante de IgG1 mientras que retenian las regiones CH2, CH3 y transmembranaria del dominio constante de IgG1
(véase, por ejemplo, Figura 3). La construccidon de direccionamiento incluyé un gen de resistencia a higromicina
flanqueado por lox situado entre los exones del dominio CH3 y transmembranarios del gen de IgG1. Genes en la
direccion 5' de los exones de CH1 y de bisagra (por ejemplo, 1gG3, IgD, IgM) y en la direccion 3' del exén
transmembranario de IgG1 (por ejemplo, IgG2b, 19G21, IgE, IgA, etc.) no fueron modificados por la construccion de
direccionamiento. El cambio para todos los dominios constantes no se modific6 por la construccién de
direccionamiento. La secuencia de nucledtidos a través de la delecién incluyé lo siguiente, que indica una secuencia
aceptora de corte y empalme que esta presente en el punto de delecion: TGACAGTGTA ATCACATATA
CTTTTTCTTG T(AG)TCCCAGAAGTATCATC (SEQ ID NO:17). La secuencia de delecién comprende un aceptor de
corte y empalme (AG contenida dentro del paréntesis anteriormente) con secuencias pre-CH1 5' del aceptor de corte
y empalme y secuencias de exén de CH2 3' del aceptor de corte y empalme.

B. Preparacion de un vector de direccionamiento IgG1-CH1 de ratén (Figura 2)

Se construyd una segunda construccion de direccionamiento para introducir una delecion de CH1 del dominio
constante de 1IgG1 de raton para el alelo 129/SvEvTac de una célula ES de un raton VELOCIMMUNE® (descrito
mas adelante) de un modo similar a como se describe en la seccién A de este ejemplo.

La construccion de direccionamiento se produjo usando tecnologia VELOCIGENE® (véase, por ejemplo, la patente
de EE.UU. N.° 6.586.251 y Valenzuela et al. (2003) High-throughput engineering of the mouse genome coupled with
high-resolution expression analysis, Nature Biotech. 21(6):652-659) para modificar el cromosoma artificial bacteriano
(BAC) BMQ 70p08. Se modific6 ADN del BAC BMQ 70p08 para delecionar la region CH1 del dominio constante de
IgG1 mientras que dejaban el resto del gen de IgG1 intacto (por ejemplo, exones de bisagra, CH2, CH3 y
transmembranarios; véase la Figura 2).

Los brazos de homologia para la segunda construccion de direccionamiento fueron los mismos que aquellos para el
vector de direccionamiento de CH1-Bisagra (como se ha descrito anteriormente en la seccion A de este ejemplo).
Estos brazos de homologia se usaron para producir un casete que delecioné la region CH1 del dominio constante de
IgG1 mientras que retuvo las regiones bisagra, CH2, CH3 y transmembranaria del dominio constante de IgG1
(véase, por ejemplo, la Figura 2). La construccion de direccionamiento incluyé un gen de resistencia a higromicina
flanqueado por lox situado entre los exones del dominio CH3 y transmembranario del gen de IgG1. Genes en la
direccion 5' del exédn de CH1 (por ejemplo, 1gG3, IgD, IgM) y en la direccién 3' del exén transmembranario de IgG1
(por ejemplo, 1gG2b, 1gG21, IgE, IgA, etc.) no fueron modificados por la construcciéon de direccionamiento. Las
regiones de cambio para todos los dominios constantes no se modificaron por la construccidon de direccionamiento.
La secuencia de nucledtidos a través de la delecion incluyé lo siguiente, que indica una secuencia aceptora de corte
y empalme que esta presente en el punto de delecion: TGACAGTGTA ATCACATATA CTTTTTCTTG
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T(AG)TGCCCAG GGATTGTGGT TGTAAGCCTT GCATATGTAC AGGTAAGTCA GTAGGCCTTT CACCCTGACC C
(SEQ ID NO:64). La secuencia de delecion comprende un aceptor de corte y empalme (AG contenida dentro del
paréntesis anteriormente) con secuencias pre-CH1 5' del aceptor de corte y empalme y secuencias de exones de
bisagra 3' del aceptor de corte y empalme.

Ejemplo 3: Modificacion de la regiéon constante de la cadena pesada de raton en células ES
A. Direccionamiento de las células ES de ratén con un vector de direccionamiento IgG1-CH1-Bisagra

Se eligié una célula ES de ratén como diana con la construccion de direccionamiento descrita anteriormente (es
decir, una construccion de direccionamiento que introduce una delecién de las regiones CH1 y bisagra del gen de
IgG1). La célula ES fue de un ratén VELOCIMMUNE® que era una mezcla 50/50 de una cepa 129 y una cepa
C57BL/6, que lleva modificaciones genéticas que comprenden sustituciéon de la regién pesada y variable de raton de
segmentos de genes de la cadena ligera con segmentos de genes de la region variable de la cadena pesada y ligera
humana sin reordenar. La cepa 129 empleada para cruzarse con C57BL/6 es una cepa que comprende una
sustitucion de segmentos de genes de la region variable de la cadena pesada y cadena ligera de raton con
segmentos de genes de la region variable de la cadena pesada y cadena ligera humana.

Los ratones VELOCIMMUNE® heterocigéticos poseen un unico conjunto de genes de la regidon constante de la
cadena pesada de raton endégena de la cepa 129 en un alelo y un uUnico conjunto de genes de la regién constante
de la cadena pesada de raton enddégeno de la cepa C57BL/6 en el otro alelo. El alelo de la cadena pesada de 129 es
contiguo a un locus de segmentos de genes de la region variable de la cadena pesada que son segmentos de genes
de la region variable de la cadena pesada humana que han sustituido los segmentos de genes de la regién variable
de la cadena pesada de raton enddgena (es decir, en el locus de ratén endégeno). El alelo de la cadena pesada
BL/6 es contiguo a los segmentos de genes de la region variable de la cadena pesada de ratén no mutante. Los
ratones VELOCIMMUNE® también poseen genes de la region constante de la cadena ligera de raton endégeno no
mutante. Asi, por el direccionamiento del alelo de 129 con una construccién que comprende una delecién de CH1 en
D, E, o A de IgG, podria producirse un anticuerpo de cadena pesada humano/ratdn quimérico, mientras que por el
direccionamiento del alelo C57BL/6 con una construccion similar, podria producirse un anticuerpo de cadena pesada
completamente de ratén que carece de un dominio CH1 y que carece de una bisagra.

Células ES de los ratones VELOCIMMUNE® descritos anteriormente se electroporaron con el vector de
direccionamiento linealizado de la seccién A en el Ejemplo 2 y se seleccionaron para la presencia del gen de
resistencia a higromicina.

B. Direccionamiento de células ES de raton con un vector de direccionamiento IgG1-CH1

De un modo similar, una célula ES de raton se eligi6 como diana con la construccion de direccionamiento de CH1
descrita en la seccion B del Ejemplo 2 (véase también la Figura 2). La célula ES era de un ratén VELOCIMMUNE®
que era una mezcla 50/50 de una cepa 129/SvEvTac y una cepa C57BL/6, que lleva modificaciones genéticas que
comprenden la sustitucion de segmentos de genes de la regién variable de la cadena pesada y ligera de raton con
segmentos de genes de la regiéon variable de la cadena pesada y ligera humana sin reordenar. La cepa
129/SvEvTac empleada para cruzar con C57BL/6 es una cepa que comprende una sustitucion de los segmentos de
genes de la regién variable de la cadena pesada y cadena ligera de raton con segmentos de genes de la region
variable de la cadena pesada y cadena ligera humana.

Los ratones VELOCIMMUNE® heterocigéticos poseen un unico conjunto de genes de la region constante de la
cadena pesada de ratén endégena de la cepa 129/SvEvTac en un alelo y un Unico conjunto de genes de la region
constante de la cadena pesada de ratén endégena de la cepa C57BL/6 en el otro alelo. El alelo de la cadena pesada
129/SvEvTac es contiguo a un locus de segmentos de genes de la regién variable de la cadena pesada que son
segmentos de genes de la regién variable de la cadena pesada humana que han sustituido los segmentos de genes
de la region variable de la cadena pesada de ratén enddgena (es decir, en el locus de ratéon enddgeno). El alelo de
la cadena pesada BL/6 es contiguo a segmentos de genes de la region variable de la cadena pesada de raton no
mutante. Los ratones VELOCIMMUNE® también poseen genes de la region constante de la cadena ligera de raton
enddgena no mutante. Asi, por el direccionamiento del alelo 129/SvEvTac con una construccion que comprende una
delecion de CH1 en, D, E o A de IgG podria producirse un anticuerpo de cadena pesada humano/ratén quimérico,
mientras que por el direccionamiento del alelo C57BL/6 con una construccion similar, podria producirse un
anticuerpo de cadena pesada completamente de ratéon que carece de un dominio CH1 y que carece de una bisagra.

Células ES de los ratones VELOCIMMUNE® descritos anteriormente se electroporaron con vector de

direccionamiento linealizado, descrito en la seccién B en el Ejemplo 2, y se seleccionaron para la presencia del gen
de resistencia a higromicina.
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Ejemplo 4: Generacion de ratones que llevan una regiéon constante de IgG1 modificada
A. Ratones que llevan una delecion de IgG1-CH1-Bisagra

Se usaron células ES elegidas como diana descritas anteriormente como células ES de donante y se introdujeron en
un embrién de ratéon de estadio de 8 células por el método VELOCIMOUSE® (véase, por ejemplo, la patente de
EE.UU. N.° 7.294.754 y Poueymirou et al. (2007) FO generation mice that are essentially fully derived from the donor
gene-targeted ES cells allowing immediate phenotypic analyses Nature Biotech. 25(1):91-99. Se identificaron
VELOCIMICE® (ratones FO completamente derivados de la célula ES de donante) que llevan alelos de IgG1
C57BL/6 elegidos como diana por genotipado usando una modificacion del ensayo de alelos (Valenzuela et al.,
arriba) que detectd la presencia de secuencias situadas en la direccion 5' y en la direccion 3' de las regiones bisagra
y CH1 delecionadas.

Los ratones genotipados para la delecion de CH1 y de bisagra de IgG1 (en el alelo C57BL/6, es decir, el alelo de
ratéon) se cruzaron con la cepa de raton delecionada en Cre (véase, por ejemplo, la publicacion de solicitud de
patente internacional N.° WO 2009/114400) con el fin de eliminar el casete de hyg flanqueado por lox en la direccion
3' del exdn de CH3 de IgG1 y en la direccidon 5' del exén transmembranario de 1gG1, introducido por la construccion
de direccionamiento (véase, por ejemplo, la Figura 3). Se genotiparon crias y una cria heterocigoética para la delecion
de CH1 y de bisagra de IgG1 se seleccioné para examinar la cadena pesada de IgG1 expresada a partir del alelo
C57BL/6 en el suero de cria.

B. Ratones que llevan una delecién IgG1-CH1

De un modo similar, se usaron células ES elegidas como diana que llevan una delecion de la region CH1 de 1gG1
como células de ES de donante y se introdujeron en un embrién de ratéon de estadio de 8 células por el método
VELOCIMOUSE® (véase, por ejemplo, la patente de EE.UU. N.° 7.294.754 y Poueymirou et al. (2007) FO generation
mice that are essentially fully derived from the donor gene-targeted ES cells allowing immediate phenotypic analyses
Nature Biotech. 25(1):91-99. Se identificaron VELOCIMICE® (ratones FO completamente derivados de la célula ES
de donante) que llevan alelos 129SvEv/Tac elegidos como diana por genotipado usando una modificacion del
ensayo de alelos (Valenzuela et al., arriba) que detecto la presencia de secuencias situadas en la direccién 5' y en la
direccion 3' de la region CH1 delecionada.

Los ratones genotipados para la delecién de CH1 de IgG1 (en el alelo 129/SvEvTac, es decir, el alelo humano) se
cruzaron con la cepa de raton delecionada en Cre (véase, por ejemplo, la publicacién de solicitud de patente
internacional N.° WO 2009/114400) con el fin de eliminar el casete de hyg flanqueado por lox en la direccién 3' del
exon de CH3 de IgG1 y en la direccion 5' del exén transmembranario de IgG1, introducido por la construccion de
direccionamiento (véase, por ejemplo, la Figura 2). Se genotiparon crias y una cria heterocigética para la delecion de
CH1 de IgG1 se seleccion6 para examinar la expresion de la cadena pesada modificada de 1gG1.

Ejemplo 5: Anticuerpos de cadena pesada de ratones que llevan un gen de IgG1 modificado
A. Ratones IgG1-ACH1-ABisagra

Se sangraron una cria de ratén identificada anteriormente por contener la deleciéon de CH1 y de bisagra, y una cria
no mutante, y se prepararon sueros a partir de los ratones sangrados para transferencia Western para identificar
cualquier IgG expresada en los sueros usando un anticuerpo anti-mlgG1. Brevemente, se usaron 10 ul de una
dilucién 1:100 de sueros de raton en SDS-PAGE reductora, y el gel se transfiri6 a una membrana de PVDF. La
transferencia se bloque6 durante la noche con 5 % de leche desnatada en solucion salina tamponada con Tris con
0,05 % de Tween-20 (TBST; Sigma), se lavo 4 veces durante 5 minutos por lavado con TBST, y luego se expuso a
anticuerpo primario (de cabra anti-mlgG1 conjugado con HRP, Southern Biotech) diluido 1:1.000 en 1 % de leche
desnatada en TBST durante dos horas a temperatura ambiente. La transferencia se lavé 6 veces durante 5 minutos
por lavado. La transferencia se desarrollé durante 5 minutos con SUPERSIGNAL™ West Pico Chemiluminescent
Substrate (Thermo Scientific) y a continuacion se expuso a pelicula durante 1 minuto.

El suero del VELOCIMOUSE® (50 % de BL/6 no mutante; 50 % de ACH1-ABisagra BL/6) derivado de la célula ES
de donante elegido como diana revel6 una mezcla de bandas: una banda de aproximadamente 57,5 kD, el tamafio
esperado para una IgG no mutante, y una banda a aproximadamente 45 kD, el tamafio esperado para una IgG que
carece de un dominio CH1 y una bisagra (Figura 8). Los resultados estan de acuerdo con VELOCIMOUSE® que
expresa una cadena pesada de ratén normal del alelo BL/6 no mutante y una cadena pesada de ratén
ACH1/Abisagra a partir de su alelo BL/6 de ACH1-Abisagra. Este resultado establece que los ratones genéticamente
modificados que llevan un gen de IgM funcional y un gen de IgG que carece de un dominio CH1 y un dominio
bisagra son capaces de expresar anticuerpos de cadena pesada en suero.

B. Ratones IgG1-ACH1

De un modo similar, se sangraron crias de ratén homocigéticas para la delecion de CH1, y crias no mutantes. Se
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prepararon plasma y suero (para cinco homocigotos; dos no mutantes) a partir de los ratones sangrados para
transferencia Western para identificar cualquier IgG expresada en los sueros usando un anticuerpo anti-migG1
(descrito anteriormente). Las transferencias Western de suero y plasma de ratones homocigoéticos para la delecion
de IgG1-ACH1 revelaron una mezcla de bandas: una banda de aproximadamente 45 kD, el tamafio esperado para
una IgG1 monocatenaria que carece de un dominio CH1, y una banda a aproximadamente 75 kD, el tamafo
esperado para un IgG de dimero que carece de un dominio CH1 (datos no mostrados). Los resultados estan de
acuerdo con VELOCIMICE® homocigoético que expresa una cadena pesada de IgG1-ACH1 de tanto uno como
ambos loci de la cadena pesada. Este resultado establece que los ratones genéticamente modificados que llevan un
gen de IgM funcional y un gen de IgG que carece de un dominio CH1 son capaces de expresar anticuerpos de
cadena pesada en el compartimento de linfocitos periféricos del sistema inmunitario de animales.

Ejemplo 6: Caracterizacion de ratones homocigoéticos para la delecion de IgG1-CH1-Bisagra

Se cruzaron entre si VELOCIMICE® heterocigéticos para la delecion de CH1-bisagra para obtener ratones
homocigéticos para la delecion. Cuatro crias de ratdn se identificaron como homocigéticos para IgG1 ACH1-
Abisagra. Se cruzaron estos cuatro ratones y un ratén no mutante y se prepararon sueros de los ratones sangrados
para transferencia Western para identificar cualquier IgG expresada en los sueros usando un anticuerpo anti-mlgG1
(como se ha descrito anteriormente). La Figura 9 muestra la pelicula revelada a partir de la membrana de PVDF
usada en este experimento. Se diluyé suero 1:5y 1:10 y se cargaron 10 pl de cada dilucién sobre el gel lado a lado
para cada raton. En la porcion de arriba de las imagenes de gel, los carriles se marcan para cada ratén, ademas de
controles de IgG1 (1) e IgG2a (2a).

El suero del ratén no mutante mostré un patrén esperado para un ratdn no mutante que expresa anticuerpos
normales que comprenden dos cadenas pesadas y dos cadenas ligeras (aproximadamente 150 kD). Los cuatro
ratones (homocigoticos para ACH1-Abisagra de IgG1) mostraron cada uno una mezcla de bandas: una banda de
aproximadamente 150 kD, el tamafio esperado para una IgG no mutante distinta de IgG1 (por ejemplo, IgG2a, IgG2b
0 1gG3), y una banda a aproximadamente 45 kD, el tamafio esperado para una IgG que carece de un dominio CH1 y
una bisagra (Figura 9). Estos resultados estan de acuerdo con los ratones que expresan un anticuerpo de cadena
pesada de IgG1 que carece de un dominio CH1 y una regién bisagra y que carece de una cadena ligera. Este
resultado establece adicionalmente que los ratones genéticamente modificados que llevan un gen de IgM funcional y
un gen de IgG que carece de un dominio CH1 y una region bisagra son capaces de expresar anticuerpos de cadena
pesada en suero.

En otro experimento, la expresion de suero de IgG se determind a partir de ratones homocigoéticos para IgG1 ACH1-
Abisagra usando un ensayo de ELISA. Brevemente, anticuerpos especificos para tanto migG1 como milgG2b
(Pharmingen) se diluyeron por separado y se recubrié 100 pl/pocillo sobre placas a 2 yg/ml en 1 x PBS (Irvine
Scientific) y se incubaron a 4 °C durante la noche. Al dia siguiente, las placas se lavaron cuatro veces con PBS con
0,05 % de Tween-20 (PBST,; Sigma). Después del cuarto lavado, las placas se bloquearon con 250 pl/pocillo de
PBST con 5% de BSA (Sigma) y se incubaron a temperatura ambiente durante una hora. Se diluyeron
sucesivamente suero y patrones (factor de dilucion de 0,316) en PBST en 0,5 % de BSA hacia abajo de la placa (de
arriba a abajo) a una concentracion de partida de 400 ng/ml (mlgG1) o 600 ng/ml (migG2b). Después del bloqueo,
las placas se lavaron nuevamente cuatro veces con PBST. Tras el cuarto lavado, se afadieron 100 ul de suero o
patrén a las placas y se incubaron durante una hora a temperatura ambiente. Las placas se lavaron nuevamente
cuatro veces con PBST. Tras los lavados, se afiadieron 100 pl de un anticuerpo de deteccion biotinilado (10 ng/ml de
anti-mlgG1 de rata o 250 ng/ml de anti-mlgG2b; Pharmingen) a las placas y se incubaron durante una hora a
temperatura ambiente. Las placas se lavaron nuevamente como se ha descrito anteriormente. Tras el lavado, se
anadieron a las placas 100 pl/pocillo de una dilucion 1:20.000 de peroxidasa de rabano picante conjugada con
estreptavidina (HRP-SA) en PBST y las placas se incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente. Las placas
se lavaron entonces seis veces con PBST, después de lo que se anadieron 100 pl/pocillo de una dilucién 1:1 de
sustrato A y B (BD OPTEIA™; BD Biosciences) y las placas se mantuvieron en la oscuridad. La reaccién se reveld
en la oscuridad y se detuvo segun se deseara (aprox. 15 minutos) con acido fosférico 1 N. Las reacciones detenidas
se leyeron en un lector de placas Wallac 1420 Work Station VICTOR™ a una longitud de onda de absorcién de 450
nm (1,0 s/lectura) y los resultados se representaron en graficos (Figura 11).

El suero de ratones no mutantes mostré niveles normales de 1IgG1 e IgG2b. Los ratones homocigéticos para 1gG1
ACH1-Abisagra fueron capaces de expresar una IgG1 que carece de un dominio CH1 y una regién bisagra en la
periferia (suero; lado izquierdo de la Figura 11). Ademas, los niveles en suero de otros isotipos IgG (por ejemplo,
IgG2b) no se redujeron notablemente de los niveles no mutantes (lado derecho de la Figura 11). Este resultado
establece adicionalmente que los ratones genéticamente modificados que llevan un gen de IgM funcional y un gen
de IgG que carece de un dominio CH1 y una region bisagra son capaces de expresar un isotipo IgG1 modificada (es
decir, que carece de un dominio CH1 y una bisagra) que puede detectarse en suero.

Ejemplo 7: Analisis de reordenamientos V-D-J en ratones modificados en IgG1

A. Ratones homocigéticos para una delecion de IgG1-CH1-Bisagra
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Se analizaron ratones homocigéticos para la modificacion de IgG1 ACH1-Abisagra para la recombinacién V-D-J y el
uso de genes de la cadena pesada por reacciéon en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR)
usando ARN aislado de esplenocitos.

Brevemente, se recogieron bazos y se perfundieron con 10 ml de RPMI-1640 (Sigma) con 5 % de HI-FBS en bolsas
desechables estériles. Cada bolsa que contiene un Unico bazo se dispuso entonces en un STOMACHER™ (Seward)
y se homogeneizé en un establecimiento de medio durante 30 segundos. Los bazos homogeneizados se filtraron
usando un filtro de células de 0,7 ym y a continuacién se sedimentaron en una centrifuga (1000 rpm durante 10
minutos) y se lisaron glébulos rojos (RBC) en BD PHARM LYSE™ (BD Biosciences) durante tres minutos. Se
diluyeron esplenocitos con RPMI-1640 y se centrifugaron nuevamente, seguido de resuspension en 1 ml de PBS
(Irvine Scientific). Se aisl6 ARN de esplenocitos sedimentados usando técnicas convencionales conocidas en la
técnica.

Se realizé RT-PCR en ARN de esplenocitos usando un conjunto de cebadores degenerados especificos para
segmentos de genes de la region variable de la cadena pesada (VH) de raton (Novagen) y un cebador de CH2 de
IgG1 de ratén (CGATGGGGGC AGGGAAAGCT GCAC; SEQ ID NO:40). Los productos de PCR se purificaron en
gel y se clonaron en pCR2.1-TOPO TA (Invitrogen) y se secuenciaron con cebadores directo M13 (GTAAAACGAC
GGCCAG; SEQ ID NO: 41) e inverso M13 (CAGGAAACAG CTATGAC; SEQ ID NO: 42) situados en la secuencia de
vector en las posiciones que flanquean el sitio de clonacion. Se secuenciaron diecinueve clones para determinar el
uso de genes de la cadena pesada y la secuencia de la union de la VH reordenada y la CH2 de la regién constante
de IgG1 (Tabla 2).

Tabla 2
Uso de genes de la cadena
pesada
Clon VH Du JH
B1 1-58 3-2 2
B2 1-26 4-1 1
B3 1-50 2-14 2
B4 1-58 3-2 2
B5 14-2 4-1 4
D2 3-6 11 4
D5 14-1 3-3 2
D6 14-2 4-1 3
D7 3-6 1-1 4
E2 7-1 3-1 4
E3 1-50 2-14 2
E4 1-50 2-14 2
E7 1-50 2-14 2
E8 1-72 1-1 4
E10 1-42 1-1 1
F6 5-6 11 1
F7 5-6 11 1
F8 5-6 1-1 1
F10 5-6 1-1 1

La Figura 12 muestra el alineamiento de secuencias de los dominios de VH reordenados con la CH2 de la region
constante de IgG1 para once de los diecinueve clones de RT-PCR. Las secuencias mostradas en la Figura 12
ilustran reordenamientos unicos que implican diferentes segmentos de genes V, D y J de la cadena pesada de raton
e IgG1 de ratdén que carecen de regiones CH1 y de bisagra. Ratones homocigéticos para una delecion de las
regiones CH1 y de bisagra del gen de la regién constante de IgG1 enddgena fueron capaces de producir cadenas
pesadas que contenian dominios VH de ratén operativamente enlazados a una regiéon CH2-CH3 de una region
constante de IgG1 de raton que carece de regiones CH1 y bisagra y producir linfocitos B que expresaron cadenas
pesadas de IgG1 de raton que carecen de regiones CH1 y bisagra y que carecen de una cadena ligera (Figuras 8 y
9). Estos reordenamientos demuestran que los loci modificados fueron capaces de reordenar independientemente
segmentos de genes de la cadena pesada de ratéon en multiples linfocitos B independientes en estos ratones para
producir anticuerpos de cadena pesada que son similares a aquellos normalmente encontrados en camellos.
Ademas, este ejemplo demuestra que la delecion de las regiones CH1 y bisagra de IgG1 enddgena no convirtieron
el locus en inoperable o previnieron la recombinaciéon que implica la region constante de IgG1 modificada. Estos
ratones produjeron anticuerpos de cadena pesada funcionales que contienen una IgG1 que carece de CH1 y
regiones bisagra como parte del repertorio endégeno sin ningun defecto detectable en el desarrollo de linfocitos B.
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B. Ratones homocigéticos para una delecion de IgG1-CH1

De un modo similar, se analizaron ratones homocigéticos para la modificacion ACH1 de IgG1 para recombinacién de
V-D-J y uso de genes de la cadena pesada humanos por reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa
inversa (RT-PCR) usando ARN aislado de esplenocitos.

Brevemente, se aislaron bazos de dos ratones homocigéticos IgG1-ACH1 como se ha descrito anteriormente en la
seccion A de este ejemplo. Se aislaron linfocitos B CD19* usando clasificacion magnética de células (MACS, Miltenyi
Biotec) de esplenocitos reunidos. Se extrajo ARN de los linfocitos B CD19* clasificados usando el minikit de
ADN/ARN Qiagen ALLPREP™ (Qiagen). Se sintetizo ADNc de la primera hebra con transcriptasa inversa
SUPERSCRIPT™ Il y cebadores Oligo (dT)20 (Invitrogen). EI ADNc se us6 entonces como molde para la PCR
realizada con un cebador especifico de bisagra de IgG1 de raton de 3' y cebadores degenerados de 5' disefiados
para unir las secuencias conductoras variables pesadas humanas (Tabla 3). Se clonaron productos de PCR en el
vector pCR2.1 TOPO™ TA (Invitrogen) y se secuenciaron con cebadores directo M13 e inverso M13 (como se ha
descrito anteriormente en la seccion A de este ejemplo).

Tabla 3
Cebador Secuencia (5'-3") SEQID NO:
hVHL-1 TCACCATGGA CTGSACCTGG A 43
hVHL-2 CCATGGACAC ACTTTGYTCC AC 44
hVHL-3 TCACCATGGA GTTTGGGCTG AGC 45
hVHL-4 AGAACATGAA ACAYCTGTGG TTCTT 46
hVHL-5 ATGGGGTCAA CCGCCATCCT 47
hVHL-6 ACAATGTCTG TCTCCTTCCT CAT 48
Bisagra de migG1 en 3' GCAAGGCTTA CAACCACAAT C 49

Para determinar el uso de genes de la cadena pesada en ratones homocigoéticos para IgG1 ACH1, se secuenciaron
veintiocho clones de RT-PCR. Dentro de estos clones, se observaron siete reordenamientos Unicos de segmentos
de genes V, D y J humanos (Tabla 4).

Tabla 4
Uso de genes de la cadena pesada
Clon VH Dn JH
A2 1-69 6-19 6
A5 1-69 6-7 4
A8 1-8 4-4 4
c2 1-18 6-6 2
C4 1-18 3-16 6
D9 1-18 6-6 4
H8 1-18 1-7 4

La Figura 13 muestra el alineamiento de secuencias de los dominios VH reordenados con bisagra-CH2-CH3 de la
region constante de IgG1 para los siete reordenamientos mostrados en la Tabla 4. Las secuencias mostradas en la
Figura 13 ilustran reordenamientos Unicos que implican diferentes segmentos de genes V, D y J de la cadena
pesada humana e IgG1 de ratén que carece de la region CH1. Ratones homocigéticos para una delecién de la
region CH1 del gen de la region constante de IgG1 enddgena fueron capaces de producir cadenas pesadas que
contienen dominios VH humanos operativamente enlazadas a una regién bisagra-CH2-CH3 de una region constante
de IgG1 de ratén que carece de CH1 y producir linfocitos B que expresaron cadenas pesadas de IgG1 de raton que
carecen de regiones CH1 y que carecen de una cadena ligera (datos no mostrados). Estos reordenamientos
demuestran que tanto uno como ambos loci modificados (IgG1 ACH1-Abisagra y IgG1 ACH1) fueron capaces de
reordenar independientemente los segmentos de genes de la cadena pesada (ratén y human) en multiples linfocitos
B independientes en estos ratones para producir anticuerpos de cadena pesada que son similares a aquellos
normalmente encontrados en camellos. Ademas, este ejemplo demuestra que la delecién de la CH1 de IgG1
enddgena no convirtié el locus en inoperable o previno la recombinaciéon que implica segmentos de genes V, Dy J
de la cadena pesada humana y la regién constante de IgG1 de raton modificada. Estos ratones produjeron
anticuerpos de cadena pesada funcionales que contienen dominios V de la cadena pesada humana y una IgG1 de
raton que carece de CH1 como parte del repertorio endégeno sin ningun defecto detectable en el desarrollo de
linfocitos B.

LISTADO DE SECUENCIAS
<110> Regeneron Pharmaceuticals, Inc.

<120> RATONES QUE PRODUCEN ANTICUERPOS DE CADENA PESADA
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<130> 0761A-WO

<140> A asignar
<141>10-12-2010

<150> 61/285.250
<151> 10-12-2009

<160> 64
<170> Fast SEQ for Windows Versién 4.0

<210>1

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 1
tcaccatgga ctggacctgg a

<210>2

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Sintético

<400> 2
cccatcaact cacactcttg tccaggggcc tgtcgaaacc

<210>3

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 3
ctggtttcga caggcccctg gacaagagtg tgagttgatg

<210>4

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Sintético

<400> 4

acgttccgga tgaggagacg gtgaccaggg ttc

<210>5

<211> 1449

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Sintético

<400> 5

21

40

40

33

25
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atggactgga
gtgcagctagg
tgcaaggett
ggacaagggc
cagaagtttc
gagctgagcea
tattgtacta
tcaaagcttt
acaactggtt
actgtgactt
cagtctggac
cagaccgtca
gtccggageg
tgtcacaaat
aatatcaagg
gtgagcgagg
acagctcaga
ctceccatcee
aaagacctcc
ccacaagtat
acttgcctgg
catacagagg
atatatagca
aacgtgagac
ggtaaatga

cctggaggat
tgcagtctgg
ctggatacac
ttgagtggat
agggcagggt
ggctgagatc
atggtgtatg
CCadaacaac
cctecgtgac
ggaactctgg
tctacactat
cctgcagegt
agceccagegy
gccecagetce
atgtactcat
atgacccaga
cacaaaccca
agcaccagga
catcacccat
acatcttgcc
tecgtgggcett
agaactacaa
agctcaatat
acgagggtct
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ccttttettg
ggctgaggtyg
cttcaccgge
gggatggatc
caccatgacc
tgacgacacg
ctttgactac
acccccatca
tctgggatge
atccctgtee
gagcagctca
tgctcaccca
gccecatttcea
taacctcgag
gatctccctg
cgtccagatce
tagagaggat
ctggatgagt
cgagagaacc
gccaccagcea
caaccctgga
ggacaccgca
gaaaacaagc
gaaaaattac

gtggcagcag
aagaagcctg
tactatatgce
aaccctaaca
ggggacacgt
agccgtgtatt
tggggccagy
gtctatccac
ctggtcaagg
agcagtgtgc
gtgactgtcc
gccagcagca
acaatcaacc
ggtggaccat
acacccaagg
agctggtttg
tacaacagta
ggcaaggagt
atctcaaaaa
gagcagttgt
gacatcagtg
ccagtcctgg
aagtgggaga
tacctgaaga

<210>6

<211> 482

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Sintético

<400> 6

Met Asp Trp Thr Trp Arg Ile Phe Leu
1 5 10
Ala His Ser Gln Val Leu Gin Ser

20 25
Ala Ser Val Val Ser Cys
35 40
Gly Tyr Tyr Trp Val
50 55
Glu Trp Met Gly Ile Asn
65 70
Gln Lys Phe Gln Gly Arg Val Thr Met Thr
85 90
Leu Ser Arg Leu Arg
105

Pro Gly Lys

Thr Arg

Pro Asn Ser

Thr Ala Met

100

Tyr

26

ccacaggagce
gggcctcagt
actgggtgceg
gtggtggcac
ccatcagcac
actgtgcgag
gaaccctggt
tggccecetygyg
gctacttcecc
acaccttccce
cctccagcac
ccacggtgga
cctgtcectee
ccgtcetteat
tcacgtgtgt
tgaacaacgt
ctatccgggt
tcaaatgcaa
ttaaagggct
ccaggaaadga
tggagtggac
actctgacygg
aaacagattc
agaccatctc

Val
Gly Ala

Ala Ser

Ala Pro
60
Gly Gly
75

Gly Asp

Ser Asp Asp

Ala Ala
Glu
Gly
45

Gly Gln
Thr

Thr

ccactcccag
gaaggtctcc
acaggececct
aaactatgca
agcctacatg
aggctecctta
caccgtctcce
gtgtggagat
tgagtcagtyg
agctctectg
ttggccaagt
caaaaaactt
atgcaaggag
cttececcteca
ggtggtggat
ggaagtacac
ggtcagcacc
ggtcaacaac
agtcagagct
tgtcagtcte
cagcaatggg
ttcttactte
cttctecatge
ccggtcectecg

Gly
Tyr

Ile
95
Thr Ala
110

Ser

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1449

Gly
Lys
Phe
Leu
Ala
80

Ser

Val
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Tyr Tyr Cys Ala Arg Gly Ser Leu Tyr Cys Thr Asn Gly Val Cys Phe
115 120 125
Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Lys Leu Ser
130 135 ' 140
Lys Thr Thr Pro Pro Ser Val Tyr Pro Leu Ala Pro Gly Cys Gly Asp
145 150 155 160
Thr Thr Gly Ser Ser Val Thr Leu Gly Cys Leu Val Lys Gly Tyr Phe
165 170 ' 175
Pro Glu Ser Val Thr Val Thr Trp Asn Ser Gly Ser Leu Ser Ser Ser
180 185 190
Val His Thr Phe Pro Ala Leu Leu Gln Ser Gly Leu Tyr Thr Met Ser
195 200 205
Ser Ser Val Thr Val Pro Ser Ser Thr Trp Pro Ser Gln Thr Val Thr
210 215 220
Cys Ser Val Ala His Pro Ala Ser Ser Thr Thr Val Asp Lys Lys Leu
225 230 235 240
Val Arg Ser Glu Pro Ser Gly Pro Ile Ser Thr Ile Asn Pro Cys Pro
245 250 255
Pro Cys Lys Glu Cys His Lys Cys Pro Ala Pro Asn Leu Glu Gly Gly
260 265 270
Pro Ser Val Phe TIle Phe Pro Pro Asn Ile Lys Asp Val Leu Met Ile
275 280 285
Ser Leu Thr Pro Lys Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser Glu Asp
290 295 300
Asp Pro Asp Val Gln Ile Ser Trp Phe Val Asn Asn Val Glu Val His
305 310 315 320
Thr Ala Gln Thr Gln Thr His Arg Glu Asp Tyr Asn Ser Thr Ile Arg
325 330 335
Val Val Ser Thr Leu Pro Ile Gln His Gln Asp Trp Met Ser Gly Lys
340 345 350
Glu Phe Lys Cys Lys Val Asn Asn Lys Asp Leu Pro Ser Pro Ile Glu
355 360 365
Arg Thr Ile Ser Lys Ile Lys Gly Leu Val Arg Ala Pro Gln Val Tyr
370 375 380
Ile Leu Pro Pro Pro Ala Glu Gln Leu Ser Arg Lys Asp Val Ser Leu
385 390 395 400
Thr Cys Leu Val Val Gly Phe Asn Pro Gly Asp Ile Ser Val Glu Trp
405 410 415
Thr Ser Asn Gly His Thr Glu Glu Asn Tyr Lys Asp Thr Ala Pro Val
420 425 430
Leu Asp Ser Asp Gly Ser Tyr Phe Ile Tyr Ser Lys Leu Asn Met Lys
435 440 445
Thr Ser Lys Trp Glu Lys Thr Asp Ser Phe Ser Cys Asn Val Arg His
450 455 460
Glu Gly Leu Lys Asn Tyr Tyr Leu Lys Lys Thr Ile Ser Arg Ser Pro
465 470 475 480
Gly Lys
<210>7
<211> 1449
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sintético

<400>7
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atggactgga
gtgcagctgg
tgcaaggett
ggacaagagt
cagaagtttc
gagctgagca
tattgtacta
tcaaagettt
acaactggtt
actgtgactt
cagtctggac
cagaccgtca
gtccggageg
tgtcacaaat
aatatcaagg
gtgagcgagg
acagctcaga
ctcececatcce
aaagacctcc
ccacaagtat
acttgcctgg
catacagagg
atatatagca
aacgtgagac
ggtaaatga

<210>8
<211> 482
<212> PRT

cctggaggat
tgcagtctgg
ctggatacac
gtgagttgat
agggcagggt
ggctgagatc
atggtgtatg
ccaaaacaac
cctecgtgac
ggaactctagg
tctacactat
cctgcagegt
agcccagcegg
gcccagetece
atgtactcat
atgacccaga
cacaaaccca
agcaccagga
catcacccat
acatcttgcc
tcgtgggett
agaactacaa
agctcaatat
acgagggtect

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Sintético

<400> 8
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ccttttettg gtggcagcag ccacaggage ccactceccag 60
ggctgaggtg aagaagcctg gggcctcagt gaaggtctcce 120

cttcaccgge
gggatggatc
caccatgacc
tgacgacacg
ctttgactac
acccccatca
tctaggatge
atcecectgtec
gagcagctca
tgctcaccca
gcccatttca
taacctcgag
gatctccetg
cgtccagatce
tagagaggat
ctggatgagt
cgagagaacc
gccaccagca
caaccctgga
ggacaccgca
gaaaacaagc
gaaaaattac

tactatatgc
aaccctaaca
ggggacacgt
gccgtgtatt
tggggecagyg
gtctatccac
ctggtcaagg
agcagtgtgc
gtgactgtcc
gccagcagcea
acaatcaacc
ggtggaccat
acacccaadg
agctggtttg
tacaacagta
ggcaaggagt
atctcaaaaa
gagcagttgt
gacatcagtg
ccagtcctgg
aagtgggaga
tacctgaaga

28

actggtttcg
gtggtggcac
ccatcagcac
actgtgcgag
gaaccctggt
tggccecctag
gctacttcce
acaccttccc
cctccagcac
ccacggtgga
cctgtcctee
ccgtcetteat
tcacgtgtgt
tgaacaacgt
ctatccgggt
tcaaatgcaa
ttaaagggct
ccaggaaaga
tggagtggac
actctgacgg
aaacagattc
agaccatctc

acaggcceccect
aaactatgca
agcctacatg
aggctcctta
caccgtctce
gtgtggagat
tgagtcagtg
agctctectg
ttggccaagt
caaaaaactt
atgcaaggag
cttcectceca
ggtggtggat
ggaagtacac
ggtcagcacc
ggtcaacaac
agtcagagcet
tgtcagtcte
cagcaatggg
ttcttacttce
cttctecatge
ccggtctecg

180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
800
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1449



Glu
65

Gln
Thr
Tyr
Asp
Lys
145
Thr
Pro

Val

Ser

Asp
His
Gly
Gly
50

Leu
Lys
Ala
Tyr
Tyr
130
Thr
Thr
Glu
His

Ser
210

Trp
Ser
Ala
35

Tyr
Met
Phe
Tyr
Cys
115
Trp
Thr
Gly
Ser
Thr

195
Val

Gln
20

Ser
Tyr
Gly
Gln
Met
100
Ala
Gly
Pro
Ser
Val
180
Phe

Thr

Trp

Val
Val
Met
Trp
Gly
85

Glu
Arg
Gln
Pro
Ser
165
Thr

Pro

Val
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Lys
His
Ile
70

Arg

Leu

Gly

Ser
150
Val

Ile
Leu
Val
Trp
55

Asn
Val
Ser
Ser
Thr
135
Va

Thr
Thr
Leu

Ser
215

Leu
Val
Ser
40

Phe
Pro
Thr
Arg
Leu
120
Leu
Tyr
Leu
Trp
Leu

200
Ser

29

Phe
Gln
25

Cys
Arg
Asn
Met
Leu
105
Tyr

Val

Pro

Asn
185
Gln

Thr

Leu
10

Ser
Lys
Gln
Ser
Thr
90

Arg
Cys
Thr
Leu
Cys
170
Ser

Ser

Trp

Val
Gly
Ala
Ala
Gly
75

Gly
Ser
Thr
val
Ala

155
Leu

Ala
Ala
Ser
Pro
60

Gly
Asp
Asp
Asn
Ser
140
Pro
Val
Ser

Leu

Ser
220

Ala
Glu
Gly
45

Gly
Thr
Thr
Asp
Gly

125
Ser

Leu

Tyr
205
Gln

Ala
Val
30

Tyr
Gln
Asn
Ser
Thr
110
Val
Lys
Cys
Gly
Ser
150

Thr

Thr

Thr
15

Lys
Thr
Glu
Tyr
Ile
95

Ala
Cys
Leu
Gly
Tyr
175
Ser

Met

Val

Gly
Lys
Phe
Cys
Ala
80

Ser
Val
Phe

Ser

Asp

I

160
Phe

Ser
Ser

Thr
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Cys
225
Val

Pro

Asp
305
Thr
Val
Glu
Arg
Ile
385

Thr

Thr

Thr

Glu
465
Gly

Ser
Axrg
Cys
Ser
Leu
290
Pro
Ala
Val
Phe
Thr
370
Leu
Cys
Ser
Asp
Ser
450
Gly

Lys

<210>9
<211> 1149
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

Val Ala
Ser Glu

Lys Glu
260

Val Phe

275

Thr Proc

Asp Val
Gln Thr

Ser Thr
340

Lys Cys

355

Ile Ser

Pro Pro

Leu Val

Asn Gly
420

Ser Asp

435

Lys Trp

Leu Lys

<223> Sintético

<400> 9

His
Pro
245
Cys
Ile
Lys
Gln
Gln

325
Leu

Val
405
His
Gly

Glu

Asn
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Pro
230
Ser

Val
Ile
310
Thr
Pro
Val
Ile
Ala
390
Gly

Thr

Lys

Tyr
470

Ala
Gly
Lys
Pro
Thr
295
Ser
His
Ile
Asn
Lys
375
Glu
Phe
Glu
Tyr
Thr

455
Tyr

Ser
Pro
Cys

Pro
280

Glu
Phe
440
Asp

Leu

30

Ser
Ile
Pro
265
Asn
Val
Phe
Glu
His
345
Lys
Leu
Leu
Pro
Asn
425
Ile

Ser

Lys

Thr
Ser
250
Ala
Ile
Val
Val
Asp
330
Gln
Asp
Val
Ser
Gly
410
Tyr
Tyr

Phe

Lys

Thr
235
Thr
Pro
Lys
Val
Asn
315
Tyr
Asp
Leu
Arg
Arg

395
Asp

Val
Ile
Asn
Asp
Asp
300
Asn
Asn
Trp
Pro
Ala
380
Lys
Ile
ASp
Lys
Cys

460
Ile

Asp
Asn
Leu

al
285
Val
Val
Ser
Met
Ser
365
Pro
Asp
Ser
Thr
Leu
445
Asn

Ser

Lys
Pro
Glu
270
Leu
Ser
Glu
Thr
Ser
350
Pro
Gln
Val
Val
Ala
430
Asn

Val

Arg

Lys
Cys
255
Gly
Meat
Glu
Val
Ile

335
Gly

Val
Ser
Glu
415
Pro
Met

Arg

Ser

Leu
240
Pro

Asp
His
320
Arg
Lys
Glu
Tyr
Leu
400
Trp

Val
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atggactgga
gtgcagctgg
tgcaaggctt
ggacaaggge
cagaagtttc
gagctgagca
tattgtacta
tcatcecggag
tgtcacaaat
aatatcaagg
gtgagcgagg
acagctcaga
ctceeccatce
aaagacctcc
ccacaagtat
acttgectygg

cctggaggat
tgcagtctgg
ctggatacac
ttgagtggat
agggcagggt
ggctgagatc
atggtgtatg
agecccagegg
gcccagetec
atgtactcat
atgacccaga
cacaaaccca
agcaccagga
catcacccat
acatcttgcc
tcgtgggett

ES 2724975 T3

cecttttettg
ggctgaggtg
cttcaccggce
gggatggatc
caccatgacc
tgacgacacg
ctttgactac
gcccatttea
taacctcgag
gatctccectg
cgtccagatc
tagagaggat
ctggatgagt
cgagagaacc
gccaccagca
caaccctgga

gtggcagcag
aagaagcctg
tactatatgc
aaccctaaca
ggggacacgt
gccgtgtatt
tggggecagg
acaatcaacc
ggtggaccat
acacccaagqg
agctggtttg
tacaacagta
ggcaaggagt
atctcaaaaa
gagcagttgt
gacatcagtg

ccacaggagc
gggcctcagt
actgggtgcg
gtggtggecac
ccatcagcac
actgtgcgag
gaaccctaggt
cctgtectce
ccgtcecttcecat
tcacgtgtgt
tgaacaacgt
ctatccgggt
tcaaatgcaa
ttaaagggcet
ccaggaaada
tggagtggac

ccactcccag
gaaggtctcce
acaggccecct
aaactatgca
agcctacatg
aggctcctta
caccgtctece
atgcaaggag
cttcecectececa
ggtggtggat
ggaagtacac
ggtcagcacc
ggtcaacaac
agtcagagct
tgtcagtcte
cagcaatggg

catacagagg agaactacaa ggacaccgca ccagtcctgg actctgacgg ttcecttacttce
atatatagca agctcaatat gaaaacaagc aagtgggaga aaacagattc cttctcatgc
aacgtgagac acgagggtct gaaaaattac tacctgaaga agaccatctc ccggtctccg

ggtaaatga

<210> 10

<211> 382

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Sintético

<400> 10

31

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1149



<400> 10

Met
1

Ala
Pro
Thr
Glu
65

Gln
Thr
Tyr
Asp
Pro
145
Cys
Ile
Lys
Gln
Gln
225
Leu
Lys
Lys
Pro
Val
305
His
Gly

Glu

Asn

<210> 11
<211> 11

Asp Trp
His Ser

Gly Ala
35
Gly Tyr

Trp Met
Lys Phe
Ala Tyr

Tyr Cys
115

Tyr Tr

130

Ser Gly

His Lys
Phe Pro

Val Thr
195

Ile Ser

210

Thr His

Pro Ile
Val Asn
Ile Lys
275
Ala Glu
290
Gly Phe
Thr Glu
Ser Tyr
Lys Thr
355

Tyr Tyr
370

49

<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Thr
Gln
20

Ser
Tyr
Gly
Gln
Met

100
Ala

Pro
180
Cys

Tro

Arg

Asn
260
Gly
Gln

Asn

Phe
340
Asp

Leu

Trp

o

Val
Val
Met
Trp
Gly

Glu

Pro
165
Asn
Val

Phe

His
245
Lys
Leu
Leu
Pro
Asn
325
Ile

Ser

Lys

ES 2724975 T3

Ile
70
Arg

Leu

Gly

Ser
150
Ala

Ile

Asp
230
Gln
Asp
Val
Ser
Gly
310
Tyr
FPhe

Lys

Ser
Ser
Thr
135
Thr
Pro

Lys

- Val

Asn
215
Tyr
Asp
Leu
Arg
Arg
295
Asp

Lys

Ser

Thr
375

Leu
Val
Ser
40C

Val
Pro
Thr
Arg
Leu
120
Leu
Ile
Asn
Asp
Asp
200
Asn
Asn

Trp

Pro

32

Phe
Gln
25

Cys
Arg
Asn
Met
Leu
105

Tyr

Val

Asn E

Leu
Val
185
Val
Val
Ser
Met
Ser
265
Pro
Asp
Ser
Thr
Leu
345

Asn

Ser

Leu
10
Ser

Lys

Gln

Thr
30

Arg
Cys

Thr

Glu
170
Leu
Ser
Glu
Thr
Ser
250
Pro
Gln
Val
Val
Ala
330
Asn

Val

Arg

Val
Gly
Ala
Ala
Gly
Gly
Ser
Thr
Val
Cys
155
Gly
Met
Glu
Val

Ile
235

Gly I

Ile
Val
Ser
Glu
315
Pro
Met

Arg

Ser

Asn
Ser

140
Pro

Asp
His
220
Arg

Glu
Tyr

Leu
300

Lys
His

Pro

380

Ala
Glu
Gly
45

Gly
Thr
Thr
Asp
Gly
125
Ser
Pro
Pro
Ser
Asp
205
Thr
Val
Glu
Arg
Ile
285

Thr

Thr

Ala
Val
30

Tyr
Gln

Asn

Leu
190
Pro
Ala
Val
Phe
Thr
270
Leu

Cys

cer

Ser
350
Gly

Lys

Thr
15

Lys
Thr
Gly
Tyr
Ile
95

Ala
Cys
Gly
llys
Val
175
Thr
Asp
Gln
Ser
Lys
255
Ile
Pro
Leu
Asn
Ser
335

Lys

Leu

Gly
Lys

FPhe

Ala
80
Ser

Val

160
Phe

FPro
Val
Thr
Thr
240
Cys
Ser
Pro
Val
Gly
320
AsSp

Trp

Lys



10

15

<223> Sintético

<400> 11

atggactgga
gtgcagctgg
tgcaaggett
ggacaagagt
cagaagtttc
gagctgagca
tattgtacta
tcatccggag
tgtcacaaat
aatatcaagg
gtgagcgagy
acagctcaga
ctececcecatee
aaagacctcc
ccacaagtat
acttgcctgyg
catacagagg
atatatagca
aacgtgagac
ggtaaatga

<210> 12
<211> 382
<212> PRT

cctggaggat
tgcagtctgg
ctggatacac
gtgagttgat
agggcagggt
ggctgagatc
atggtgtatg
agcccagegg
gcccagcetcee
atgtactcat
atgacccaga
cacaaaccca
agcaccagga
catcacccat
acatcttgcec
tcgtgggett
agaactacaa
agctcaatat
acgagggtct

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Sintético

<400> 12

Met Asp Trp

1
Ala His

Pro Gly

Ser

Ala

Trp

Gln
20
Ser

Val

Val

35

Thr
Glu
65

Gln Lys
Thr Ala

Tyr Tyr

Tyr
Met
Phe
Tyr

Cys

Tyr Met

Gly Trp

Gln Gly
85
Met Glu
100

Ala Arg

115

Asp Tyr

130

Pro Ser

Trp

Gly

Gln

Pro Ile

ES 2724975 T3

ccttttettg
ggctgaggtyg
cttcaccgge
gggatggatc
caccatgacc
tgacgacacg
ctttgactac
gcccatttca
taacctcgag
gatctccctg
cgtccagatc
tagagaggat
ctggatgagt
cgagagaacc
gccaccagca
caaccctgga
ggacaccgca
gaaaacaagc
gaaaaattac

Arg Ile

Gln Leu

Lys Val

Leu
Val

Ser

gtggcagcag
aagaagcctyg
tactatatgce
aaccctaaca
ggggacacgt
gccgtgtatt
tggggecagg
acaatcaacc
gogtggaccat
acacccaagg
agctgotttg
tacaacagta
ggcaaggagt
atctcaaaaa
gagcagttgt
gacatcagtg
ccagtcctgyg
aagtgggaga
tacctgaaga

Phe Leu
10
Gln Ser
25

Cys Lys

40

His Trp
55
Ile Asn
70
Arg Val

Leu Ser

Ser

Phe
Pro
Thr
Arg

Leu

Arg Gln

Asn
Met Thr
80
Leu Arg
105

Tyr Cys

120

Thr
135

Thr

Gly

Ser

Leu

Ile

Val Thr

Asn Pro

33

ccacaggage
gggcctcagt
actggtttcg
gtggtggcac
ccatcagecac
actgtgcgag
gaaccctggt
cctgtectcee
ccgtcttcat
tcacgtgtgt
tgaacaacgt
ctatccgggt
tcaaatgcaa
ttaaaggget
ccaggaaaga
tggagtggac
actctgacgg
aaacagattc
agaccatctc

Val Ala

Gly Ala

Ala Ser

Ala Pro
60
Gly Gly |
75
Gly Asp
Asp

Thr Asn

Glu

Gly

Asp

Gly

ccactccceag
gaaggtctcc
acaggcccct
aaactatgca
agcctacatg
aggctcectta
caccgtctcce
atgcaaggag
cttececcteea
ggtggtggat
ggaagtacac
ggtcagcacc
ggtcaacaac
agtcagagct
tgtcagtctc
cagcaatggg
ttcttactte
cttctcatge
ccggtcocteeg

Thr
15
Lys

Ala

Val
30
Tyr Thr

Gln Glu

- Asn Tyr
Ile
95

Ala

Ser

Thr
110

Val Cys

125

Ser
140
Pro

Val

Cys

Ser

Pro

Ser Gly

Cys Lys

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1149

Gly
Lys
Phe
Cys
Ala
g0

Ser
Val
Phe

Glu

Glu



10

15

20

25

30

145
Cys

Ile
Lys
Gln
Gln
225
Leu
Lys
Lys
Pro
Val
305
His
Gly

Glu

Asn

FPhe
Val
Ile
210
Thr
Pro
Val
Ile
Ala
280
Cly
Thr
Ser

Lys

Tyr
370

Ile
Asn
Lys
275
Glu
Phe

Glu

Thr
355
Tyr

Pro
180
Cys
Trp
Arg
Gln
Asn
260
Gly

Gln

Glu
Phe
340
Asp

Leu

<210> 13

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Sintético

<400> 13
caacacaagt gcgatgcac

<210> 14

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 14
gattagcctc catgcctact ¢

<210> 15

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 15

Pro
165
Asn
Val
Phe
Glu
His
245
Lys
Leu
Leu
Pro
Asn
325
Ile

Ser

Lys

ES 2724975 T3

150
Ala

Ile
Val
Val
Asp

230
Gln

Asp I

Val
Ser
Gly
310
Tyr
Tyr

Phe

Lys

Arg
Arg
285
Asp
Lys
Ser

Ser

Thr
375

Asn
Asp
Asp
200
Asn
Asn
Trp
Pro
Ala
280
Lys
Ile
Asp
Lys
Cys

360
Ile

34

Leu
Val
185
Val
Val
Ser
Met
Ser

265
Pro

Thr
Leu
345

Asn

Ser

Glu
170
Leu
Ser
Glu
Thr
Ser
250
Pro
Gln
Val
Val
Ala
330
Asn

Val

Arg

155
Gly

Met
Glu
Val
Ile
235
Gly
Tle
Val
Ser
Glu
315
Pro
Met

Arg

Ser

19

21

Gly

Ile

Leu
300
Trp
Val
Lys

His

Pro
380

Pro
Ser

Asp
205

s Thr

Glu
Arg
Ile
285
Thr
Thr
Leu
Thr
Glu

365
Gly

Ser
Leu
190
Pro
Ala
Val
Phe
Thr
270
Leu
Cys
Ser
Asp
Ser

350
Gly

Lys

Val
175
Thr
Asp
Gln
Ser
Lys

255
Ile

Asn

Ser

335
Lys

Leu

160
FPhe

Pro
Val
Thr
Thr
240
Cys
Ser
Pro
Val
Gly
320
Asp
Trp

Lys



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2724975 T3

gatgatcatg tgggtagacc t

<210> 16

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 16
tctatgctat ctcagtgcta

<210> 17

<211> 49

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Sintético

<400> 17
tgacagtgta atcacatata ctttttcttg tagtcccaga agtatcatc

<210> 18

<211> 384

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Sintético

<400> 18

gaggtccage
tcctgecaaga
cctggacagg
aatgagaagt
atgcagctca
gtcggeccgt
ccagaagtat

ttcagcagtc
cttctggata
gcctggaatg
tcaagggcaa
gcagcctgac
actactttga
catctgtctt

tggagctgag
tacattcaca
gattggatat
ggccacactg
atctgaggac
ctactggggc
catc

<210> 19

<211> 128

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 19

ctggtgagge
agctacggta
atttatattg
acttcagaca
tctgcaatct
caaggcacca

21

20

49

ctgggtcctce
taaactgggt
gaaatggtta
catcctccag
atttccgtge
ctctcacagt

agtgaagatg
gaagcagagyg
tactgagtac
cacagcctac
aagaggacgg
ctececteagte

60

120
180
240
300
360
384

Glu
1
Ser

Val
Val

Gly Ile

Gly Tyr
50
Lys Gly
65

Gln Leu Gln
Met
20

Trp

Lys Ser

Asn Val
35
Ile

Tyr Ile

Lys Ala Thr

Ser
Lys
Gln
Asn

55

Thr

Gly
Thr
Arg
40

Gly

Ser

35

Al

)

Ser
25
Fro

Tyr

Asp

Glu
10

Gly
Gly
Thr

Thr

Leu
Tyr
Gln
Glu

Ser

Val
Thr
Gly
Tyr

60
Ser

Arg
Phe
Leu
45

Asn

Ser

Pro
Thr
30

Glu
Glu

Thr

Gly
15

Ser
Trp
Lys

Ala

Ser
Tyr
Ile
Phe

Tyr
80



10

15

20

25

30

35

ES 2724

975 T3

Met Gln Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala

Ala Arg Gly Arg Val Gly Pro Tyr Tyr Phe Asp Tyr

Thr Thr Leu Thr Val Ser Ser Val Pro Glu Val Ser

85

100

115
<210> 20
<211> 381
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> Sintético
<400> 20
gaggtccage tgcaacagic
tettgtacgg cttotggata
catggacaga gececttgagtg
aaccagaagt tcaagggcaa
atggatcteo gcagectgacg
cgggactyyt acttcgatgt
gaagtatcat ctgtcttcat
<210> 21
<211> 127
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> Sintético
<400> 21
Glu Val Gln Leu Gln
1 5
Ser Val Met Ile Ser
20
Phe Ile Asn Trp Met
35
Gly Asp Ile Asn Pro
50
Lys Gly Lys Ala Thr
65
Met Asp Leu Arg Ser
85
Ala Lys Leu Gly Arg
100
Thr Val Thr Val Ser
115
<210> 22
<211> 375
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Sintético

<400> 22

1

tggacgtgag
cacgttcatt
gattggagat
ggccacattg
atctgaagac

ctggggeaca
c

Gln Ser

Cys Thr

Lys Arg
4
Asn
55
Leu Thr
70
Leu Thr

Asp Trp

Ser Val

1

Gly
Ala
Ser
Asn G

Val

Tyr

Pro

90
105

20

ctggtcaage
gactacttca
attaatccta
actgtagaca
totgeocagtot
gggaccacgd

Ser
25
His
0

ly Gly

Asp
Glu
Phe
105

Glu
20

36

Ile
Trp Gly

Ser

Phe
95
Gln

Tyr

110

Val Phe

125

ctggggettc
taaactggat
acaatggtgg
agtcectocag
attactgtge
tocacogtote

Leu Val

Tyr Thr

Gln Ser

Asn Tyr
60
Ser Ser
75
Ser Ala

Val

agtgatgata
Jgaagoeggage

tctaactac
cacagaoctac
aaaactggga
ctecagtccocea

Pro

Ile
30
Leu Glu
45
Asn Gln
Ser

Val Tyr

&80

120
180
240
300
360
381

Thr Ala

Tyr

95

Thr
110
Phe

Gly

Val
125

Gly

Ile

Ala

Ile
Phe
Tyr
80

Cys

Thr



10

15

20

25

30

35

caggtccaac
tcctgcaagyg
cctggacagg
aatcaaaagt
atgcagctca
tactactttg
tcatctgtct

tgcagcagcece
cttctggeta
gccttgagtyg
tcaagggcaa
gcagcctgac
actactgggg
tcatc

ES 2724975 T3

tggggctgag
caccttcacc
gatcggagag
ggccacattg
acctgaggac
ccaaggcacc

<210> 23

<211> 125

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 23

Gln Val 1 Leu Gln
1 5
Ser Val ‘Leu

20
Gln Trp Val Lys Gln
35 40
Glu Ile Asp Pro Ser Asp
50 55
Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr
65 70
Met Gln Leu Ser Ser Leu
85
Tyr

Gln Pro

Ser Cys Lys

Trp Met

Gly

Ala Arg Cys Arg Phe

100
Ser

Tyr

Thr Val Ser Val Pro Glu Va

115

<210> 24

<211> 393

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Sintético

<400> 24

Gly
Ala
Arg
Ser
Val
Pro
Asp

1l Ser
120

gaggttcagt
tcectgecacag
actgaacagg
gccccgaaat
ctgcacctca
ctgggacgtg
tcctcagtcece

tgcagcagtce
cttectggett
gcetggagtyg
tccagggcaa
gcagcctgac
aggaatacta
cagaagtatc

tggggcagag
caacatgaaa
gattggaagqg
ggccactata
atctgaggac

tgctgtggac

atctgtcttc
<210> 25

<211> 131

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Sintético

<400> 25

37

cttgtgaagc
agctactgga
attgatcctt
actgtagaca
tctgeggtet
actctcacag

Ala Glu
10
Ser Gly
25
Pro Gly

Tyr Thr

Asp Thr

Glu Asp
90
Tyr Trp
105
Ser

attgtgaagt
gactacttta
cttgatcctyg
acagcagaca
actgccgtcet
tactggggtc
atc

ctggggctte
tgcagtgggt
ctgatagcta
catcctccag
attactgtge
tctecctecagt

Leu Val

Tyr Thr

Gln Gly

Asn Tyr
60
Ser Ser
75
Ser Ala

Gly Gln

Val Phe

Lys
Phe
Leu
45

Asn
Ser

Val

Gly

agtgaagctg
aaaacagagg
tactaactac
cacagcctac
aagatgtagg
cccagaagta

Pro Gly
15
Thr Ser
30
Glu Trp

Gln Lys

Thr Ala

Tyr Tyr
95
Thr Thr

110

Ile

125

caggggccte
tccactgggt
aggatggtaa
catcctccaa
attactgtgc
aaggaacctc

agtcaagttg
gaagcagagg
aactaaatat
cacagcctac

tagaggggga
agtcaccgte

60

120
180
240
300
360
375

Ala
Tyr
Ile
Phe
Tyr
Cys

Leu

60

120
180
240
300
360
393



10

15

20

Ser
Phe
Gly
Gln
65

Leu
Ala

Gly
Val
<210> 26

<211> 387
<212> ADN

Val
Val
Ile
Arg
50

Gly
His
Ar

Gln

Phe
130

Gln Leu

Leu
20
Trp

Lys

His
35
Leu Asp

Lys Ala

Leu Ser
85

Gly Gly

100

Gly Thr

115

Ile

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Sintético

<400> 26

gatgtacagc
acctgctctg
tttccaggaa
aacccatcte
ctgaagttga
gtagtagggg
gtcccagaag

<210> 27
<211>129
<212> PRT

ttcaggagtc
tcactggceta
acaaactgga
tcaaaaatcg
attctgtgac
actatgttat
tatcatctgt

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Sintético

<400> 27

Gln

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

Leu

Ser

ES 2724975 T3

Gln Ser

Cys Thr

Glu Asp
55
Ile Thr
70
Leu Thr

Gly Arg

Val Thr

Ala
Arg
40

Gly

Ala

Glu

Val
120

Ala
Ser
25

Thr
Lys
Asp
Glu
Glu

105
Ser

Glu
10

Gly
Glu
Thr
Thr
Asp
90

Tyr

Ser

Ile
Phe
Gln
LYs
Ser
75

Thr
Tyr

Val

Val
Asn
Gly
Tyr
60

Ser
Ala

Ala

Pro

Lys

Leu
45

Ala
Asn
Val

Val

Glu
125

Ser
Lys
30

Glu
Fro
Thr
Tyr
Asp

110
Val

Ala
Tyr
95

Tyr

Ser

Ala
Tyx
Ile
Phe
Tyr
80

Cys
Trp

Ser

aggacctggce
cteccatcacce
atggatgggce
aatctccatce
tactgaggac
ggactactgg
cttcatc

ctcgtgaaac
agtggttatt
tacataagct
actcgtgaca
acagccacat
ggtcaaggaa

38

cttctcagtc
actggaactg
acgatggtag
catctaagaa
attactgtgce
cctcagtcac

tctgtectecte
gatccggecag
gaataactac
ccagtttttce
aatccatacg
cgtctcctca

60

120
180
240
300
360
387



10

15

20

25

ES 2724975 T3

Asp Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Gly

Ser Ser Leu Thr Cys Ser Val Thr

20 25

Trp Asn Trp Ile Arg Gln Phe

35 40

Gly Tyr Ile Ser Tyr Asp Gly Arg Asn

50 55

Lys Asn Arg Ile Ser Ile Thr Arg Asp

65 70

Leu Lys Leu Asn Ser Val Thr Glu Asp
85 90

Thr Val Val Gly Asp Tyr Val

100 105

Val Val

Gly

Tyr Tyr Pro

Met

Thr

Ala Ile His

Gly Thr Thr Val Ser Pro

120

Ser
115

Ile

<210> 28

<211> 378

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 28

gaggttcagc tgcagcagtc tggggcagag cttgtgagge
tcetgecacag cttetggett caacattaaa gactactata
cctgaacagg gcctggagtg gattggaagg attgatcctg
gccceccgaagt tccagggcaa ggccactatg actgcagaca
cttcagctca gcagcctgac atctgaggac attgeccgtet
cctttttatt ttgactactg gggccaaggce accactctca
gtatcatctg tcttcatc

<210> 29

<211> 126

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Sintético

<400> 29

Leu Val

Tyr Ser

Gly Asn

Lys
Ile

Lys

15
Thr
30

45

Asn Tyr Asn

60
Ser
75
Thr Ala

Met

Glu Val

Lys Asn Gln
Thr
Asp Tyr

Ser

Pro
Phe

Tyr

95
Trp
110
Ser Val

125

caggggcctc
tacactgggt
aggatggtga
catcctccaa
attactgtac
cagtctectce

Glu Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Ala Glu Leu Val Arg

1 5 10

Ser Val Lys Leu Ser Cys Thr Ala Ser Gly Phe Asn Ile
20 25

Tyr Ile His Trp Val Lys Lys Arg Pro Glu Gln Gly Leu

35 40

45

Gly Arg Ile Asp Pro Glu Asp Gly Asp Thr Glu Tyr Ala

50 55

60

Gln Gly Lys Ala Thr Met Thr Ala Asp Thr Ser Ser Asn
65 70 75
Leu Gln Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ile Ala Val

85 90
Thr Thr Ser Arg Pro Phe Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln
100 105
Leu Thr Val Ser Ser Val

115 120

39

Pro Glu Val Ser Ser Val Phe

125

agtcaagttyg
gaagaagagg
tactgagtat
cacagcctac
tacatctagg
agtcccagaa

Pro Gly Ala
ES

Lys Asp Tyr

30

Glu Trp Ile

Pro Lys Phe

Thr Ala Tyr
80
Tyr Tyr Cys
95
Gly Thr Thr
110
Ile

Ser
Ser
Leu Glu

Ser

Tyr

Gly

Gln
Gly
Trp
Leu

Phe
80
Cys

Gln

Phe

60

120
180
240
300
360
378



10

15

20

25

30

35

<210> 30
<211> 369
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 30

gaggttcagce
tcctgcacag
actgaacagg

gccceccgaaat
ctacaactca
cceocecttact

tgcagcagtc
cttctggett
gcctggagtg

tccaggacag
acagcctgac
ggggccaagg

gtettecate

<210> 31
<211>123
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 31

Glu
1
Ser

Val
Ala
Phe Met
Gly Arg
Gln

65
Leu

Asp
Gln
Ala Arg

Ser Val

<210> 32
<211> 399
<212> ADN

Gln
Lys
His
35

Ile
Arg
Leu

Pro

Val
115

Leu
20

Trp
Val
Thr
Asn
Asn

100
Pro

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Sintético

<400> 32

1 Gln

Ser

Pro
Thr
Ser
85

Pro

Glu

gaggtgaaac
tcctgtgcaa
ccagggaagg
gaattcagtg
ctctaccttce
gcctgtagtg
accgtctcect

tggtggaatc
cttectgggtt
gactggagtg
catctgtgaa
agatgaatgc
actacgaccg
cagtcccaga

ES 2724975 T3

tgggacagaa
caacgttaaa

gattggaagg

gaccactata
atctgaggac
gactctggte

Gln Ser G1

Cys Thr Al

Lys Gln

40
Glu Asp G1
Ile
70

Leu

Arg

Thr Se

Pro Tyr

Val Se

12

Ser

tggaggaggc
caccttcagt
gattgctaca
gggtcgattc
cctgagacct
ttactatgct
agtatcatct

40

Lys

Thr

Trp

cttgtgaagc
gactacttta
attgttecctg

agaacagdaca
actgeccogtet
actgtctctyg

vy Thr

-
<4

a Ser Gly
25
Thr Glu
y Glu Thr

Asp Thr

r Glu Asp
90
Gly Gln
105
r Val

0

Phe

ttggttcagt
gatttctaca
agtagaaaca
atcgtctcca
gaggacactg
atggactatt
gtcttcatc

caggggcctce
tgcactggagt

aggatggtga

catcctccaa
attactgtge
tagtcccaga

agccaagttg
gaagcagaag
aactaagtct

cacatctcac
tagacctaac
agtatcatct

60
120
180

240
300
360

Glu I

Val

Phe Asn

Gln Gly

Ser
60
Ser

Lys

Ser
75
Thr Ala

Gly Thr

Ile

Lys
Val
Leu
45

Ala
Asn

Val

Leu

Pro

Lys
30

Glu T

Pro
Thr
Tyr

Val
110

Gly
15
Asp

Lys
Ser
Tyr

95
Thr

ctgggegttce
tggagtgggt
aacttaatga
gagacacttc
ccatttatta
ggggtcaagg

tctgagacte
ccgccaagcet
ttatacacca
ccaaaacatc
ctgtgcaaga
aacctcagtc

369

Ala
Tyr
Ile
Phe

His
80
Cys

Val

60

120
180
240
300
360
399
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20

25
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35

<210> 33

<211> 133
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Sintético

<400> 33

Glu Val Lys Leu Val Glu

1

Ser Leu Arg Leu Ser Cys

Tyr
Ala
Ser
65

Leu
Tyr

Tyr

Ser

<210> 34

<211> 399
<212> ADN

Met
Thr
50

Val
Tyr
Cys

Trp

Ser
130

Glu
35

Ser
Lys
Leu
Ala
Gly

115
Val

20
Trp

Arg
Gly
Gln
Arg
100
Gln

Phe

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Sintético

<400> 34

caggtccaac
tcctgcaagy
cctggacgag
aatgagaagc
atgcagctca
ataaattact
accgtctect

<210> 35

<211> 133
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Sintético

<400> 35

=

2

Val
Asn
Arg
Met
85

Ala

Gly

Ile

tgcagcagcce
cttctggeta
gccttgagtg
tcaagaacaa
gcagcctgac
acggtagtac
cagtcccaga

ES 2724975 T3

Ser
Ala

Arg Gln
40

Leu

55

Tlie

Lys

Phe
70
Asn Ala

Cys Ser

Thr Ser

Gly
Thr
Ala
Asn
Val
Leu
Asp

Val

Gly Gly
10
Ser Gly

Pro Gly

Asp Tyr

Ser Arg

Pro

M
L

Asp

Arg

Tyr
105

Thr Val

120

tggggetgag
caccttcacc
gattggaagg
ggccacactg
atctgaggac
ctacggtgct
agtatcatct

41

cttgtgaage
agctactgga
attgatccta
actgtagaca
tetgeggtcet
atggactact
gtcttcatce

Leu Val Gln Ser Gly Arg

15

Phe Thr Phe Ser Asp Phe

Lys Gly

Thr Pro
60

Asp Thr
75 '
Glu Asp

Arg Tyr

Ser Ser

Leu
45

Glu
Ser
Thr

Tyr

Val

30
Glu Trp

Phe Ser

Gln Asn

Ala Ile
95
Ala Met
110

Pro Glu

125

ctggggette
tgcactgggt
atagtggtgg
aaccctecag
attattgtgce
ggggtcaagg

agtgaagctg
gaagcagagg
tactaagtac
cacagcctac
aagagaggag
aacctcagtc

Ile
Ala

Ile
80
Tyr

Asp

Val

60

120
180
240
300
360
399



10

15

20

Gln Val

Ser Val

Trp Met

Gly Arg
50
Lys Asn
65

Met Gln

Ala Arg

Tyr Trp

Ser
130

Ser

<210> 36
<211> 375
<212> ADN

Gln Leu Gln

Leu Ser
20

Trp

Lys
His Val
35
Ile

Asp Pro

Lys Ala Thr
Ser
85

Ile

Leu Ser
Glu
100
Gln

Glu

Gly
115

Val Phe

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 36

gaggtccagce
tcctgcaagg
cctgaaaaga
aaccagaagt
atgcagctca
tggtacttcg
tcatctgtet

<210> 37
<211> 125
<212> PRT

tgcagcagtc
cttctggtta
gccttgagtyg
tcaaggccaa
agagcctgac
atgtctgggg
tcatc

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Sintético

<400> 37

Gly T

ES 2724975 T3

Gln Pro Gly

Cys Lys Ala

Lys Gln Arg

40
Ser Gly
55
Thr

Asn

Leu Val
70

Leu Thr
Tyr Tyr

Val
120

Ser

tggacctgag
ctcattcact
gattggagag
ggccacattg
atctgaggac
cacagggacc

42

Ser G

Ala
Ser
25

Pro

Gly

Asp

Gly
105
Thr

Glu
10

Gly
Gly
Thr
Lys
Asp
90

Ser

Val

ctggtgaagc
ggctactaca
attaatccta
actgtagaca
tctgcagtcet
acggtcaccg

Leu

Pro
75
Ser

Thr

Ser

ctggggecttc
tgaactgggt
gcactggtygg
aatcctccag
attactgtgc
tctecctcagt

Val
Thr
Gly
Tyr
60

Ser
Ala
Tyr

Ser

Lys
Phe
Leu
45

Asn
Ser
Val

Gly

Val
125

Fro
Thr
30

Glu
Glu
Thr
Tyr
Ala

110
Pro

Gly
15

Ser
Trp
Lys
Ala
Tyr
95

Met

Glu

agtgaagata
gaagcaaagt
tactacctac
cacagcctac
aggtggttac
cccagaagta

Ala
Tyr
Ile
Leu
Tyr
Cys
Asp

Val

60

120
180
240
300
360
375



10

15

20

25

Glu
Ser
Tyr
Gly
Lys
65

Met
Ala

Thr

<210> 38

Val
Val
Met
Glu
50

Ala
Gln
Gly

Val

<211> 396
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Sintético

<400> 38

Gln
Lys
Asn
35

Ile
Lys
Leu

Gly

Ser
115

gaggtgcage
tcctgtgeag
ccagacaaga
ccagacagtg
ctgcaaatga

Leu
Ile
20

Trp
Asn

Ala

ser
85
Trp

Lys

Tyr
100

Ser Val

tggtggagtc
cctcectggatt
ggctggagtyg
tgaaggggcyg
gcagtctgaa

tactacggta gtagctacgg
gtctcctcag tcccagaagt

<210> 39
<211>132
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 39

ES 2724975 T3

Ser
Lys
Gln
Thr

55
Thr

Ser

Leu
70
Leu Thr

Tyvr Phe

Pro Glu

Gly
Ala
Ser
40

Gly
Val
Ser

Asp

Val

Ser Gly
25

Pro
Gly
Asp
Glu
Val

105
Ser

120

tgggggagac
cactttcagt
ggtcgcaacc
attcaccatc
gtctgaggac
gtaggtacttc
atcatctgtc

43

ttagtggagc
agctatggca
attagtagtg
tccagagaca
acagccatgt
gatgtctggg
ttcatc

Leu Val

Tyr Ser

Lys Ser

Lys
Phe

Leu

Pro

Thr
30
Glu

45

Thr Tyr
60
Ser Ser
75
Ser Ala
Thr

Phe

Asn
Ser
Val

Gly

Gln Lys

Ala
Tyr Tyr
95
Thr Thr
110

Ile

125

ctggagggtce
tgtcttgggt
gtggtagtta
atgccaagaa
attactgtgc
gcacagggac

cctgaaacte
tcgeccagact
cacctactat
caccctgtac
aagacatgat
cacggtcacc

Gly
Gly

Trp

Ala
Tyr
Ile
Phe

Tyr
g0
Cys

Val

60
120
180
240
300
360
396



ES 2724 975 T3

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Asp Leu Val Glu Pro

Ser Leu Lys Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser
20 25 30
Gly Met Ser Trp Val Arg Gln Thr Pro Asp Lys Arg Leu Glu Trp Val
35 40 45
Ala Thr Ile Ser Ser Gly Gly Ser Tyr Thr Tyr Tyr Pro Asp Ser Val
50 55 60
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80
Leu Gln Met Ser Ser Leu Lys Ser Glu Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys
: 85 90 95
Ala Arg His Asp Tyr Tyr Gly Ser Ser Tyr Gly Trp Tyr Phe Asp Val
100 105 110
Trp Gly Thr Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser Val Pro Glu Val Ser
115 120 125
Ser Val Phe Ile
130

<210> 40

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 40
cgatgggggc agggaaagct gcac 24

<210> 41

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Sintético

<400> 41
gtaaaacgac ggccag 16

<210> 42

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 42
caggaaacag ctatgac 17

<210> 43

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221 > variacién
<222> (14)...(14)
<223>s=cog

44
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15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<220>
<223> Sintético

<400> 43
tcaccatgga ctgsacctgg a

<210> 44

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221 > variacion
<222> (17)...(17)
<223>y=cot

<220>
<223> Sintético

<400> 44
ccatggacac actttgytcc ac

<210> 45

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Sintético

<400> 45
tcaccatgga gtttgggctg age

<210> 46

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221 > variacion
<222> (14)...(14)
<223>y=cot

<220>
<223> Sintético

<400> 46
agaacatgaa acayctgtgg ttctt

<210> 47

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 47
atggggtcaa ccgccatcct

<210> 48

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

ES 2724 975 T3

21

22

23

25

20

45
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35
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<220>
<223> Sintético

<400> 48
acaatgtctg tctccttect cat

<210> 49

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Sintético

<400> 49
gcaaggctta caaccacaat c

<210> 50

<211> 381

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 50

caggtgcagce
tcectgcaagg
actggacaag
gcacagaagt
atggagctga
tacagtaact
gtgcccaggg

tggtgcagtc
cttctggata
ggcttgagtg
tccagggcag
gcagcctgag
acggggactt
attgtggttyg

<210> 51

<211>127

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 51

Gln Val Gln Leu Val

Val Val
20

Trp

Lys Ser

Ile Asn Val

35

Trp Met Asn Pro

50
Gly Val

Arg Ala

Glu Ser
85

Tyr

Leu Ser

Arg Glu Asp

100
Thr Val

Leu Thr

115

<210> 52
<211> 378

ES 2724975 T3

tggggctgag
caccttcacc
gatgggatgg
agtcgccatg
atctgaggac
tgactactgg
t

Gln Ser

Cys Lys

Arg Gln
40
Ser
55
Thr

Asn

Met
70
Leu Arg

Ser Asn

Val Ser

Gly
Ala
Ala
Gly
Arg
Ser
Tyr

Ser

gtgaagaagc
agttatgata
atgaacccta
accaggaaaa
acggeccgtgt
ggccagggaa

Ala Glu
10
Ser Gly
25
Thr Gly

Lys Thr

Lys Thr

Glu Asp
90
Gly Asp
105

Val Pro

120

46

23

21

ctggggcecete
tcaactgggt
atagtggtaa
cctccataag
attactgtge
cccectggtcac

agtgaaggtc
gcgacaggcc
gacaggctat
cacagcctac
gagagaggac
cgtctcctcea

Val Lys Lys Pro Gly

15
Thr Phe Thr Ser
30

Glu

Tyr
Gln Leu
45

Ala

Gly Trp

Gly Tyr Gln
60

Ile

Lys

Ser Ser Thr Ala

75

Thr Ala Val Tyr Tyr

95

Phe Asp Tyr Trp Gly

110
Arg Gly

Asp Cys

125

Cys

60

120
180
240
300
360
381

Ala
Tyr
Met
Phe
Tyr
80

Cys

Gln
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15

20

25

30
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<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Sintético

<400> 52

caggttcagc
tcctgcaagg
cctggacaag
gcacagaacc
atggacctga
tatagtacct
cccagggatt

tggtgcagtc
cttctggtta
ggcttgagtg
tccagggcecag
ggagcctgag
cgtcecttaga
gtggttgt

<210> 53

<211> 126

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 53

Gln vVal Gln Leu

1 5

Ser Val Lys Val

20

Gly Ile Ser Val

35

Gly Trp Ile Ser Ala

50

Gln Gly
65

Met Asp

Arg Val Thr
Ser
85

Tyr

Leu

Ala Arg Asp Gly

100
Thr

Thr Leu Val

115

Val

<210> 54

<211> 378

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 54

caggttcage
tcectgcaagyg
cctggacaag
gcacagaacc
atggacctga
tatagtacct
cccagggatt

tggtgcagte
cttctggtta
ggcttgagtyg
tccagggeag
ggagectgag
cgtccttaga
gtggttgt

ES 2724975 T3

tggagctgag
cacctttacc
gatgggatgg
agtcaccatg
atctgacgac
ctactggggce

Gln

Cys Lys

Arg Gln
40
Asn

55
Thr

Tyr
Met Th
70

Leu

Arg Se

Ser Thr Se

Ser Ser

tggagctgag
cacctttacc
gatgggatgg
agtcaccatg
atctgacgac

ctactggggce

47

Gly
Ala
Ala

Gly

z1l Pro

atgaagaagc
agctatggta
atcagcgett
accacagaca
acggccgtgt
cagggaaccc

Ala Glu
10
Ser Gly
25
Pro Gly

Azn Thr

r Asp Thr

r Asp

r Ser
105

atgaagaagc
agctatggta
atcagcgctt
accacagaca
acggccecgtgt
cagggaaccc

ctggaggecte
tcagctgggt
acaatggtaa
catccacgag
attactgtgce
tggtcaccgt

Met Lys

Tyr Thr

Gln CGly
45

Tyr Tyr

60

Ser Thr

75
Thr Ala

Asp Tyr

Asp Cys

Lys
Phe
Leu
Ala
Ser
Val
Trp

Gly

agtgaaggtce
gcgacaggcece
cacatactat
cgcagecttce
gagagatggg
ctcectcagtg

15

30

Ala Ala
Tyr Tyr
95
Gly Gln
110

Cys

125

ctggggecte
tcagectgggt
acaatggtaa
catccacgag
attactgtgce
tggtcaccgt

agtgaaggtc
gcgacaggcc
cacatactat
cgcagectte
gagagatggg
ctcctcagtg

60

120
180
240
300
360
378

Pro Gly Ala
Thr Ser Tyr
Glu Trp Met

Gln Asn Leu

Phe
80

Cys

Gly

60

120
180
240
300
360
378
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<210> 55
<211> 126
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 55

<400> 55

Gln Val
1
Ser Val

Gly Ile

Gly Trp
50
Gln Gly
65
Met Asp

Ala Arg

Thr Leu

<210> 56
<211> 408
<212> ADN

Gln

Ser
35
Ile

Arg
Leu Arg

85
Gly

100
Thr

Asp

Val
115

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Sintético

<400> 56

caggttcage
tcctgecaagg
cctggacaag
gcacagaagc
atggagctga
atgattacgt
caagggacca

<210> 57
<211> 136
<212> PRT

tggtgcagtce
cttectggtta
ggcttgagtg
tccagggcag
ggagcctgag
ttgggggagt
cggtcaccgt

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 57

Thr
Ser
Tyr

Val

ES 2724975 T3

Gln
Cys
Arg Gln

Asn
55
Met Thr
10
Leu Arg

Ser Thr

Ser Ser

Ala
40

Gly
Thr
Ser

Ser

Val

Ala Glu
10
Ser Gly
25
Pro Gly

Asn Thr

Thr

Asp
90
Ser Leu
105

Pro Arg

120

tggagctgag
cacctttacc
gatgggatgg
agtcaccatg
atctgacgac
tatcgccaac
cacctcagtg

48

gtgaagaagc
agctatggota
atcagecgett
accacagaca
acggcegtgt
tactactact
cccagggatt

Met
Tyr
Gln
Tyr
Ser
75

Thr Ala

Asp

Asp

Lys
Thr
Leu

45
Ala

Gly

Tyr
60

Thr Ser
Val
Tyr Trp

Cys

ctggggectce
tcagctaggt
acaatggtaa
catccacgag
attactgtgc
acggtatgga
gtggttgt

Pro Gly
15
Thr Ser T
30
Glu Trp

Gln Asn

Ala Ala
80

Tyr Tyr

95

Gly Gln

110

Cys

agtgaaggtc
gcgacaggcec
cacaaactat
cacagcctac
gagagatgat
cgtctgggge

Ala

Met
Leu
Phe

Cys

Gly

60

120
180
240
300
360
408



10

15

20

ES 2724975 T3

Val Gln Leu Val Gln Ser

Val Val
20

Ser Trp Val Arg G
35 40
Ile Ser Ala Tyr Asn Gl

Cys Lys

Ile

-
o]

Trp

Gln Gly Arg Val Thr Met
65 70
Met Glu Leu Arg Leu

Thr
Arg

Ala Arg Asp Asp Ile Thr

100
Tyr Tyr Gly Met Val
115

Pro

Trp Gl

Val
130

Ser Gly

Cys
: 135
<210> 58

<211> 372

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Sintético

<400> 58

Gly
Ala

Ala

Thr Asp
Ser

Phe

caggttcagt
tcctacaagyg
cctggacaag
gcacagaacc
atggaactga
ctggaacttt

tgctgcagte
cttctgatta
ggcttgagtg
tccagggecag
ggagcctgag
ttgactactg

tggagctgag
cacctttacc
gatgggatgg
agtcaccatg
atctgacgac

gggccaggga

gattgtggtt gt
<210> 59
<211> 124
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Sintético

<400> 59

49

Ala
Ser
25

Pro

Yy Asn

y Gln

120
Cys

gtgaagaagc
agctatggta
atcagcgett
accacagaca
tcggecegtat
accctggtca

Val Lys

Tyr Thr

Gln Gly

Asn Tyr
60
Ser Thr
15
Thr Ala

Val Ile

Thr Thr

Ala

Val

Gly
15
Ser

Pro

Thr
30
Glu Trp

Gln Lys

Thr Ala

Tyr Tyr

Asn
110
Thr

Tyr

Val

125

ctggggccte
tcagctgggt
acaatggtaa
catccacgag
attactgtagc
ccgtctecte

agtgaaggtc
gcgacaggcc
cacaaactat
cacagcctac
gagagaggag
agtgcccagg

Alsz
Tyr
Met

Leu

60

120
180
240
300
360
372



10

15

20

Val
Val

Gly Ile

Gly Tr
50
Gln Gly
65
Met Glu

Rla Arg

Val Thr

<210> 60
<211> 378
<212> ADN

Se
35
I1

Arg

Le

Gl

Va
11

n Leu Leu

Val
20
r Trp

Ser
Val
e Ser
Val Thr
Ser

85
Leu

u Arg

u Glu

100
1 Ser
5

Ser

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 60

caggtccagce
tcctgecaagg
cctggacaag
gcacagaagt
atggagctga
tatagtacct
cccagggatt

<210> 61
<211> 126
<212> PRT

tggtgcagtc
cttectggagg
ggcttgagtg
tccagggcag
gcagcctgag
cgtccttaga
gtggttgt

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Sintético

<400> 61

Ala T

ES 2724975 T3

Gln

Tyr Lys

Arg Gln
Asn
55
Met Thr
70
Leu Arg

Glu Leu

Val Pro

Gly
Ala
Ala
40

Gly
Thr
Ser

Phe

Arg

Ala Glu
10
Ser Asp
25
Pro Gly

Asn Thr

Asp Thr
Asp
Asp

105
Asp Cys

120

tggggctgag
caccttcagce
gatgggaggy
agtcacgatt
atctgaggac
ctactggggce

50

gtgaagaagc
agctatgcta
atcatcccta
accacggacg
acggccgtgt
cagggaaccc

Val Lys

Tyr Thr

Gln Gly

Asn Tyr
60
Ser Thr
75

Ser Ala

Trp Gly

Gly Cys

ctgggtectce
tcagctgggt
tctttggtac
aatccacgag
attactgtge
tggtcaccgt

Lys
Phe
Leu
45

Ala
Ser

Val

Gln

Pro Gly
15
Thr Ser
30
Glu Trp

Gln Asn

Thr Ala
Tyr
95
Thr

ggtgaaggtc
gcgacaggcce
agcaaactac
cacagcctac
gagagatggg
ctcctecagtyg

Alz
Tyr
Met
Leu

Tyr
80

Leu

60

120
180
240
300
360
378
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15

20

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu
1 5 10
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys BAla Ser Gly
20 25
ABla Ile Ser Trp Val Arg Gln Bila Pro Gly
35 40
Gly Gly Ile Ile Pro Ile Phe Gly Thr Ala
50 55
Gln Gly Arg Val Thr Ile Thr Thr Asp Glu
65 70
et Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp
85 a0
Mhlez Arg Asp Gly Tyr Ser Thr Ser Ser Leu
100 105
Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Val Pro Arg
115 120
<210> 62
<211> 390
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> Sintético
<400> 62
caggtccage tggtgcagtce tggggctgag gtgaagaagco
tectgeaagy cttctggagy cacctitcagce agotatgota
cctggacaag ggcttgagtyg gatgggaggy atcatcccta
gcacagaagt tccagggeoag agtcacgatt accacggacg
atggagctga gcagectgag atctgaggac acggcogigt
gtggetggta cotactacta ctacggtatg gacgtotggyg
gtctocttag tgcccaggga ttgtggotgt
<210> 63
<211> 130
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 63
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51

Asn
Ser
75

Thr
AsT

Asp

Lys

Thr

Tyxr
60
Thr

Ala

Lys
Phe
Leu
15

Ala
Ser
Val
Trp

Gly
125

ctgggtccte
tcagetgogt
tctttggtac
aatccacgag
attactgtgc
gocaagygac

Pro
Ser

30
Glu

Gln
Thr
Tvyr
Gly

110
Cys

Gly

Ser

Tro

Lys
Ala
Tvyr

a5
Gln

Ser
Tvr

Metg

Fhe
Tyr
g0

Cys

Gly

ggtgaaggtce €0

gogacaggee 120
agcaaactac 180
cacagecotac 240
ggttatagca 300
cacggtcacc 360

350
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Gln Val Gln Leu
Ser Val Lys Val

Ala Ile Ser Trp
35
Gly Gly Ile Ile
50
Gln Gly Arg Val
65
Met Glu Leu Ser

Ala Val Ile Ala
100
Trp Gly Gln Gly
115
Gly Cys
130

<210> 64

<211> 101

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Sintético

<400> 64

Val
Ser
Val
Pro
Thr
Ser
85

Val

Thr
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Gln
Cys
Arg
Ile
Ile
70

Leu

Ala

Thr

Ser

Gly
Ala

Ala
40

Pl

> Gly

Thr

Ser

Thr

Thr
120

Ala
Ser
25

Pro
Thr
Asp
Glu
Tyr

105
Val

Glu
10

Gly
Gly
Ala
Glu
Asp
90

Tyr

Ser

Val
Gly
Gln
Asn
Ser
75

Thr

Tyr

Leu

Lys
Thr
Gly
Tyr
60

Thr
Ala
Tyr

Val

Leu
45

Ala
Ser
Val
Gly

Pro
125

Pro
Ser
30

Glu
Gln

Thr

Met
110
Arg

Gly
15

Ser
Trp
Lys
Ala
Tyr
95

Asp

Asp

Ser
Tyr
Met
Phe
Tyr
80

Cys
Val

Cys

tgacagtgta atcacatata ctttttcttg tagtgecccag ggattgtggt tgtaagcectt 60
gcatatgtac aggtaagtca gtaggccttt caccctgacce c

52

101
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REIVINDICACIONES
1. Un método para producir un anticuerpo o aislar una célula que produce el mismo, comprendiendo el método:

a. inmunizar a un ratén con un antigeno de interés, en el que el raton comprende una regién constante de
cadena pesada de inmunoglobulina endégena que comprende un gen de la regién constante de IgG que carece
de una secuencia que codifica una region CH1 debido a una modificacion genética de la linea germinal que
comprende una deleciéon de una secuencia de nucleétidos que codifica el dominio CH1, y

un gen endégeno de la region constante de IgM que codifica un dominio CH1 funcional, en el que el ratén
expresa una IgM que comprende un dominio CH1 funcional y una IgG que carece de un dominio CH1 en su
totalidad;

b. permitir que el ratén genere una respuesta inmunitaria contra el antigeno de interés; y

c. aislar del ratén una célula que produzca un anticuerpo que se una especificamente al antigeno de interés.

2. El método de la reivindicacion 1, en el que el raton comprende ademas una sustitucion de todos o
sustancialmente todos los segmentos de los genes V, D y J de la cadena pesada de inmunoglobulina con uno o mas
segmentos de los genes VH de la cadena pesada de inmunoglobulina humana, DH de la cadena pesada de
inmunoglobulina humana y JH de la cadena pesada de inmunoglobulina humana, en el que el uno o mas segmentos
de los genes VH, DH y JH de la cadena pesada de inmunoglobulina humana estan operativamente enlazados en el
locus de raton enddgeno a la regidn constante de cadena pesada de inmunoglobulina endégena.

3. El método de la reivindicacion 2, en el que el anticuerpo comprende una regién variable de cadena pesada de
inmunoglobulina humana.

4. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el gen de regiéon constante de IgG
enddgena se selecciona del grupo que consiste en un gen de region constante de IgG1, un gen de regién constante
de IgG2b gen, un gen de region constante de IgG2a y combinaciones de los mismos, en el que, preferentemente, el
gen de regioén constante de IgG es un gen de regién constante de 1gG1.

5. El método de la reivindicacion 4, en el que el gen de region constante de IgG enddégena es un gen de region
constante de IgG1 y el ratén expresa ademas (a) la proteina IgG3 no mutante; (b) la proteina IgG2a no mutante; y
(c) la proteina IgG2b no mutante, en el que, preferentemente, el ratén expresa ademas (d) la proteina IgM no
mutante; (e) la proteina IgD no mutante, (f) la proteina IgA no mutante; y (h) proteina IgE no mutante.

6. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que:

(a) el anticuerpo de cadena pesada de IgG enddgena comprende una bisagra de 1gG1, un dominio CH2 y un
dominio CHS3;

(b) el ratdon comprende un locus de cadena ligera de inmunoglobulina funcional, en el que, preferentemente, el
locus de cadena ligera de inmunoglobulina es un locus de gen de cadena ligera k o un locus de gen de cadena
ligera A; y/o

(c) el ratén es una cepa seleccionada del grupo que consiste en una cepa 129, una cepa C57BL/6 y una cepa
mixta 129 x C57BL/6, en el que, preferentemente, el ratén es 50 % 129 y 50 % C57BL/6.

7. Un método para aislar un acido nucleico que codifica un anticuerpo de cadena pesada, comprendiendo el método:

a. inmunizar a un ratén con un antigeno de interés, en el que el raton comprende una regién constante de
cadena pesada de inmunoglobulina endégena que comprende un gen de la regién constante de IgG que carece
de una secuencia que codifica una region CH1 debido a una modificacion genética de la linea germinal que
comprende una delecidon de una secuencia de nucleétidos que codifica el dominio CH1, y

un gen endégeno de la region constante de IgM que codifica un dominio CH1 funcional, en el que el ratén
expresa una IgM que comprende un dominio CH1 funcional y una IgG que carece de un dominio CH1 en su
totalidad;

b. permitir que el ratén genere una respuesta inmunitaria contra el antigeno de interés; y

c. aislar del ratén una célula que produzca un anticuerpo que se una especificamente al antigeno de interés, y

d. aislar los acidos nucleicos de la regién variable de la cadena pesada de inmunoglobulina de la célula aislada
en (c).

8. El método de la reivindicacion 7, en el que el raton comprende ademas una sustitucion de todos o
sustancialmente todos los segmentos de los genes V, D y J de la cadena pesada de inmunoglobulina con uno o mas
segmentos de los genes VH de la cadena pesada de inmunoglobulina humana, DH de la cadena pesada de
inmunoglobulina humana y JH de la cadena pesada de inmunoglobulina humana, en el que el uno o mas segmentos
de los genes VH, DH y JH de la cadena pesada de inmunoglobulina humana estan operativamente enlazados en un
locus de raton endégeno a la regidn constante de cadena pesada de inmunoglobulina enddgena.
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9. El método de la reivindicacion 8, en el que el anticuerpo comprende una regién variable de cadena pesada de
inmunoglobulina humana.

10. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 7-9, en el que el gen de region constante de IgG enddgena
se selecciona del grupo que consiste en un gen de region constante de IgG1, un gen de regién constante de IgG2b,
un gen de region constante de 1IgG2a, y combinaciones de los mismos, en el que, preferentemente, el gen de region
constante de IgG es un gen de region constante de IgG1.

11. El método de la reivindicaciéon 10, en el que el gen de regidn constante de IgG enddgena es un gen de regién
constante de IgG1 y el raton expresa ademas (a) la proteina IgG3 no mutante; (b) la proteina IgG2a no mutante; y
(c) la proteina 1IgG2b no mutante, en el que, preferentemente, el raton expresa ademas (d) la proteina IgM no
mutante; (e) la proteina IgD no mutante, (f) la proteina IgA no mutante; y (h) la proteina IgE no mutante.

12. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 7-11, en el que:

(a) el anticuerpo de cadena pesada de IgG endégena comprende una bisagra de 1gG1, un dominio CH2 y un
dominio CHS3;

(b) el ratdon comprende un locus de cadena ligera de inmunoglobulina funcional, en el que, preferentemente, el
locus de cadena ligera de inmunoglobulina es un locus de gen de cadena ligera K o un locus de gen de cadena
ligera A; y/o

(c) el ratdon es una cepa seleccionada del grupo que consiste en una cepa 129, una cepa C57BL/6 y una cepa
mixta 129 x C57BL/6, en el que, preferentemente, el ratén es 50 % 129 y 50 % C57BL/6.

13. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-12, que comprende ademas las etapas de
d. producir un hibridoma a partir de la célula aislada en (c) en el que la célula produce un anticuerpo especifico para
el antigeno.

14. El método de la reivindicacion 13, que comprende ademas como etapa
f. aislar los acidos nucleicos de la region variable de la cadena pesada de inmunoglobulina del hibridoma producido
en (d).

15. Un hibridoma formado segun un método de la reivindicacion 13, en el que el hibridoma comprende una region
constante de cadena pesada de inmunoglobulina endégena que comprende un gen de la region constante de IgG
que carece de una secuencia que codifica una region CH1 debido a una modificacién genética de la linea germinal
que comprende una delecién de una secuencia de nucleétidos que codifica el dominio CH1.

16. El hibridoma de la reivindicacion 15, en el que la region constante de cadena pesada de inmunoglobulina
enddgena comprende ademas una region de cambio de ratén.
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Figura 7
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