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DESCRIPCION
Animales no humanos humanizados con loci restringidos de cadena pesada de inmunoglobulina
Campo

Se describen animales no humanos modificados genéticamente que comprenden una complejidad génica variable
de cadena pesada de inmunoglobulina reducida, en donde los animales no humanos son capaces de expresar una
proteina ADAM6 o un fragmento funcional de la misma. Se describen animales no humanos modificados
genéticamente que expresan anticuerpos de un numero restringido de segmentos génicos variables de cadena
pesada de inmunoglobulina y/o variantes de los mismos, en donde los animales no humanos carecen de un gen
ADAMG6 endégeno funcional pero retienen la funcion ADAMG, incluidos los ratones que comprenden una
modificacién de un locus endégeno de region variable de cadena pesada (Vi) de inmunoglobulina que hace que el
raton sea incapaz de producir una proteina ADAM6 funcional y da como resultado una pérdida de fertilidad. Se
describen los ratones modificados genéticamente que comprenden un locus Vu de inmunoglobulina caracterizado
por un numero restringido de segmentos génicos VH, por ejemplo, un unico segmento V4 de inmunoglobulina, por
ejemplo, un segmento génico VH1-69 humano o un segmento génico Vu1-2 humano, y que ademas comprenden la
funcién ADAMSG, incluyendo ratones que comprenden una secuencia de acido nucleico ectopica que restaura la
fertilidad a un ratén macho.

Se describen ratones, células, embriones y tejidos genéticamente modificados que comprenden una secuencia de
acido nucleico que codifica un locus ADAM6 funcional, en donde los ratones, células, embriones y tejidos expresan
una cadena pesada de inmunoglobulina procedente de un unico segmento génico V4 humano. Adicionalmente, los
ratones, células, embriones y tejidos carecen de un gen ADAM6 enddgeno funcional, pero conservan la funcion
ADAMG6 caracterizada por la presencia de una secuencia de acido nucleico ectopica que codifica una proteina
ADAMG. Se describen métodos para hacer secuencias de anticuerpos en animales fértiles no humanos que son
utiles para unir patégenos, incluidos patégenos humanos.

Antecedentes

Los animales no humanos, por ejemplo, ratones, han sido modificados genéticamente para ser herramientas utiles
en métodos para hacer secuencias de anticuerpos para su uso en tratamientos humanos basados en anticuerpos.
Los ratones con loci humanizados de region variable (por ejemplo, genes VH, DH y JH, y genes VL y JL) se usan para
generar dominios variables de cadena pesada y ligera relacionados para su uso en tratamientos de anticuerpos. Los
ratones que generan anticuerpos completamente humanos con cadenas pesadas y ligeras relacionadas son
conocidos en la materia. Para la creacién de estos ratones, fue necesario desactivar los genes endogenos de
inmunoglobulina de ratén para que los transgenes completamente humanos aleatoriamente integrados funcionaran
como el repertorio expresado de inmunoglobulinas en el ratén. Dichos ratones pueden hacer anticuerpos humanos
adecuados para su uso como tratamientos humanos, pero estos ratones muestran problemas sustanciales con sus
sistemas inmunitarios. Estos problemas conducen a varios obstaculos experimentales, por ejemplo, los ratones no
son practicos para generar repertorios de anticuerpos suficientemente diversos, requieren el uso de soluciones de
reingenieria extensas, proporcionan un proceso de seleccidon clonal suboptimo probablemente debido a la
incompatibilidad entre elementos humanos y de ratén, y una fuente poco fiable de poblaciones grandes y diversas de
secuencias variables humanas necesarias para ser realmente util para elaborar tratamientos humanos.

Los tratamientos de anticuerpos humanos estan disefiados en base a las caracteristicas deseadas con respecto a
los antigenos seleccionados. Los ratones humanizados se inmunizan con los antigenos seleccionados, y los ratones
inmunizados se usan para generar poblaciones de anticuerpos a partir de las cuales identificar dominios variables de
cadena pesada y ligera relacionados de alta afinidad con las caracteristicas de union deseadas. Algunos ratones
humanizados, tales como los que tienen una humanizacién de solo regiones variables en loci endégenos de raton,
generan poblaciones de linfocitos B que son similares en caracter y nimero a las poblaciones de linfocitos B de
raton de tipo silvestre. Como resultado, una poblacion extremadamente grande y diversa de linfocitos B esta
disponible en estos ratones para detectar anticuerpos, que reflejan una gran cantidad de diferentes reordenamientos
de inmunoglobulinas, para identificar dominios variables de cadena pesada y ligera con las caracteristicas mas
deseables.

Sin embargo, no todos los antigenos provocan una respuesta inmunitaria que exhibe una gran cantidad de
reordenamientos de una amplia seleccion de segmentos variables (V). Esto es, la respuesta inmunitaria humoral
humana a determinados antigenos aparentemente esta restringida. La restriccion se refleja en la seleccion clonal de
linfocitos B que expresan solo determinados segmentos V que se unen a ese antigeno particular con una afinidad y
especificidad suficientemente altas. Algunos de dichos antigenos son clinicamente significativos, es decir, varios son
patégenos humanos bien conocidos. Se presume que el segmento V expresado en la respuesta inmunitaria humana
es un segmento V que, en combinacion con un segmento D humano y J humano, es mas probable que genere un
anticuerpo de alta afinidad util que un segmento V seleccionado aleatoriamente que no se ha observado en una
respuesta de anticuerpos humanos a ese antigeno.
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Se presume que la seleccién natural, a lo largo de milenios de experiencia entre los seres humanos y el patégeno,
ha seleccionado el fundamento o base mas eficaz a partir de la cual disefiar su arma mas eficaz para neutralizar el
patégeno del segmento génico V seleccionado. Existe una necesidad en la materia de anticuerpos superiores que se
unan y/o neutralicen antigenos como los patégenos discutidos anteriormente. Existe una necesidad de generar méas
rapidamente secuencias Utiles a partir de segmentos génicos V seleccionados, incluidos segmentos génicos V
seleccionados polimérficos y/o mutados de forma somatica y generar mas rapidamente poblaciones utiles de
linfocitos B que tengan reordenamientos de los segmentos génicos V con diversos segmentos génicos D y J, que
incluyen versiones mutadas de forma somatica de los mismos, y en particular reordenamientos con regiones CDR3
Unicas y utiles. Existe una necesidad de sistemas bioldgicos mejorados, por ejemplo, animales no humanos (tales
como, por ejemplo, ratones, ratas, conejos, etc.) que puedan generar secuencias de regiones variables de
anticuerpos terapéuticamente Utiles a partir de segmentos génicos V seleccionados en mayor numero y diversidad
que, por ejemplo, se puede lograr en animales modificados existentes, al mismo tiempo que se reducen o eliminan
los cambios nocivos que pueden resultar de las modificaciones genéticas. Existe una necesidad de sistemas
biolégicos mejorados genomanipulados para tener un sistema inmunitario humoral comprometido para seleccionar
clonalmente secuencias variables de anticuerpos procedentes de segmentos génicos V restringidos y seleccionados,
que incluyen, pero no se limitan a, dominios variables humanos de cadena pesada y ligera relacionados, utiles en la
fabricaciéon de tratamientos basados en anticuerpos humanos contra antigenos seleccionados, incluidos
determinados patégenos humanos. Sigue existiendo una necesidad en la materia de fabricar ratones modificados
genéticamente mejorados que sean utiles para generar secuencias de inmunoglobulina, incluidas secuencias de
anticuerpos humanos, dirigidas a la eliminacion de patégenos que afectan a la poblacién humana.

Existe una necesidad en la materia de anticuerpos terapéuticos que sean capaces de neutralizar antigenos viricos,
por ejemplo, VIH y VHC, incluidos anticuerpos especificos de antigeno que contienen cadenas pesadas procedentes
de un unico segmento génico humano variable. También existe una necesidad de mas métodos y animales no
humanos para fabricar anticuerpos utiles, incluidos anticuerpos que comprenden un repertorio de cadenas pesadas
procedentes de un Unico segmento V4 humano y que tienen un conjunto diverso de secuencias CDR que incluyen
cadenas pesadas que se expresan con cadenas ligeras humanas relacionadas, y que incluyen la restauracion de
efectos desfavorables resultantes de la insercion de secuencias gendmicas humanas en el genoma de los animales
no humanos. Se necesitan métodos para seleccionar CDR para proteinas de union basadas en inmunoglobulina que
proporcionan una diversidad mejorada de proteinas de union entre las cuales elegir, y una diversidad mejorada de
dominios variables de inmunoglobulina, incluidas composiciones y métodos para generar dominios variables de
inmunoglobulina mutados de forma somatica y seleccionados clonalmente para su uso, por ejemplo, en la
fabricacion de tratamientos humanos.

Resumen
La invencion proporciona un ratén que tiene en su genoma:

(a) una secuencia genémica humana no reordenada que comprende un Unico segmento génico V4 humano, uno
0 mas segmentos génicos Du humanos y uno o mas segmentos génicos J4 humanos, en donde el unico
segmento génico Vi humano, el uno o mas segmentos génicos Dx humanos, y el uno o mas segmentos génicos
Ju humanos estan unidos operativamente a un gen de regiéon constante de cadena pesada de inmunoglobulina
de raton, y en donde el unico segmento génico Vi humano es Vu1-2, V41-69, Vu2-26, VH2-70, o una variante
polimérfica de los mismos; y

(b) una secuencia que codifica una proteina ADAM6a de ratéon o un fragmento funcional de la misma y una
secuencia que codifica una proteina ADAMG6b de ratéon o un fragmento funcional de la misma, en donde la
proteina ADAM6a de ratdon o fragmento funcional de la misma y la proteina ADAM6b de ratén o fragmento
funcional de la misma son funcionales en un raton macho, en donde dichas secuencias codificantes estan
ubicadas en una posicion diferente de un locus ADAM6 de un ratén de tipo silvestre de modo que, en respuesta
a la exposicién a un antigeno, los linfocitos B del ratdn expresan dominios variables de cadena pesada humanos
expresados a partir de una secuencia humana de regién variable de cadena pesada que incluye un segmento
génico VH que es idéntico a o una version hipermutada de forma somatica de, Vu1-2, Vu1-69, Vu2-26, V42-70, o
una variante polimérfica de los mismos; en donde dicho ratén carece de un gen ADAM6 enddgeno funcional.

La invencion proporciona ademas un ratdon que comprende en su genoma una secuencia de acido nucleico que
comprende un unico segmento génico Vi humano, al menos un segmento génico Dy humano y al menos un
segmento génico Ju humano, en donde el Unico segmento génico Vy humano, el uno o mas segmentos génicos DH
humanos, y el uno o mas segmentos génicos Ju humanos estan unidos operativamente a un gen de region
constante de cadena pesada de inmunoglobulina de ratén, en donde el unico segmento génico V4 humano es Vu1-2,
VH1-69, Vu2-26, VH2-70, o una variante polimérfica de los mismos, en donde el ratéon carece de un gen ADAM6
enddgeno funcional, y en donde el ratdbn comprende secuencias ectopicas de ADAM6 de raton que codifican una
proteina ADAM6a o un fragmento funcional de la misma y una proteina ADAM6b o un fragmento funcional de la
misma.

La invencion proporciona adicionalmente una célula o tejido procedente de un ratén de la invencion, en donde la
célula o tejido comprende



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2759617 T3

(a) una secuencia genémica humana no reordenada que comprende un Unico segmento génico V4 humano, uno
0 mas segmentos génicos Du humanos y uno o mas segmentos génicos Ju humanos, en donde el Unico
segmento génico Vi humano, el uno o mas segmentos génicos Dn humanos, y el uno o mas segmentos génicos
Ju humanos estan unidos operativamente a un gen de regiéon constante de cadena pesada de inmunoglobulina
de raton, en donde el Unico segmento génico Vi humano es Vu1-2, V41-69, Vu2-26, Vu2-70, o una variante
polimérfica de los mismos; y

(b) una secuencia que codifica una proteina ADAM6a o un fragmento funcional de la misma y una secuencia que
codifica una proteina ADAMG6b o un fragmento funcional de la misma, en donde la proteina ADAM6a de ratén o
fragmento funcional de la misma y la proteina ADAM6b de ratéon o fragmento funcional de la misma son
funcionales en un ratén macho, en donde dichas secuencias codificantes estan ubicadas en una posicién
diferente de un locus ADAMG6 de un ratén de tipo silvestre.

La invencién también proporciona un método para fabricar un anticuerpo humano que comprende una cadena
pesada de inmunoglobulina procedente de un unico segmento génico Vi humano, comprendiendo el método

(a) inmunizar un ratén de la invencién con un antigeno de interés;

(b) permitir que dicho ratén genere una respuesta inmunitaria con respecto al antigeno de interés; vy,

(c) identificar o aislar una secuencia de regioén variable de cadena pesada de inmunoglobulina que codifica un
dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina de un anticuerpo generado por el ratéon, en donde el
anticuerpo se une al antigeno de interés.

La invencion proporciona ademas un método para modificar un locus de cadena pesada de inmunoglobulina de un
ratéon para proporcionar un ratén cuyo genoma comprende un locus de cadena pesada de inmunoglobulina que
incluye un unico segmento Vi humano, comprendiendo el método:

(a) realizar una primera modificacion del locus de cadena pesada de inmunoglobulina de ratén que incluye la
insercién de un unico segmento Vi humano y da como resultado una reduccion o eliminacién de la actividad
ADAMG enddgena de raton en un raton macho, en donde el Unico segmento génico V4 humano es Vu1-2, Vu1-
69, VH2-26, Vu2-70, o una variante polimérfica de los mismos; vy,

(b) realizar una segunda modificacion del raton para restaurar la actividad de ADAMG6 en el ratén, que comprende
la expresion de secuencias que codifican una proteina ADAM6a de raton o un fragmento funcional de la misma 'y
una proteina ADAMG6b de ratén o un fragmento funcional de la misma, en donde la proteina ADAMG6a de ratén o
fragmento funcional de la misma y la proteina ADAM6b de ratén o fragmento funcional de la misma son
funcionales en un ratén macho.

La invencion proporciona adicionalmente un método para generar un anticuerpo especifico contra un antigeno que
comprende las etapas de:

(a) inmunizar un ratén de la invencion con el antigeno;
(b) aislar al menos una célula del ratén que produce un anticuerpo especifico contra el antigeno; y
(c) cultivar al menos una célula que produce un anticuerpo de la etapa (b) y obtener dicho anticuerpo.

La invencion también proporciona el uso de un ratén de acuerdo con la invencién, para obtener una secuencia de
acido nucleico que codifica un dominio humano variable de cadena pesada de inmunoglobulina.

Se describen loci de inmunoglobulina genéticamente modificados que comprenden un numero restringido de
segmentos génicos de regién variable de cadena pesada diferentes (es decir, genes V, genes Vu, segmentos
génicos VH 0 segmentos génicos V), por ejemplo, no mas de uno, dos o tres genes V diferentes; o no mas de un
miembro de la familia del segmento génico V presente, por ejemplo, en una Unica copia o en multiples copias y/o
que comprende uno o mas polimorfismos, y en varios aspectos los loci carecen de una secuencia que codifique una
proteina ADAMS funcional endégena.

Se describen los loci que son capaces de reordenar y formar un gen que codifica un dominio variable de cadena
pesada que procede de un repertorio de genes V de cadena pesada que esta restringido, por ejemplo, que es un
unico segmento génico Vu o seleccionado de una pluralidad de variantes polimérficas del Unico segmento génico Vu,
en donde, en varios aspectos, los loci carecen de un gen ADAM6 funcional enddgeno o fragmento funcional del
mismo.

Se describen loci de inmunoglobulina modificados que incluyen loci que carecen de un gen ADAM6 enddgeno
funcional y que comprenden secuencias humanas de inmunoglobulina, por ejemplo, un segmento V humano unido
operativamente a una secuencia constante de inmunoglobulina humana o no humana (o quimérica humana/no
humana) (y en unidon operativa con, por ejemplo, un segmento D y/o J). Se describen loci modificados que
comprenden multiples copias de un Unico segmento génico Vu, incluyendo en donde una o mas de las copias
comprenden una variante polimorfica, y una secuencia de nucleétidos ectopica que codifica una proteina ADAM6 o
un fragmento de la misma que es funcional en el animal no humano. Se describen loci modificados que comprenden
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multiples copias de un solo segmento Vu, unidos operativamente con uno o mas segmentos D y uno o mas
segmentos J, unidos operativamente a una secuencia constante de inmunoglobulina no humana, por ejemplo, una
secuencia de ratdén o de rata o humana. También se describen animales no humanos que comprenden dichos loci
humanizados, en donde los animales no humanos tienen fertilidad de tipo silvestre.

Se describen animales no humanos que comprenden un locus variable de cadena pesada de inmunoglobulina (por
ejemplo, un transgén o como insercién o reemplazo en un locus variable de cadena pesada de animal no humano
enddgeno) que comprende un Unico segmento Vi unido operativamente a un segmento génico D y/o J. En diversos
aspectos, el unico segmento génico Vu esta unido operativamente a uno o mas segmentos génicos D y/o uno o mas
J en el locus génico enddgeno variable de cadena pesada de inmunoglobulina del animal no humano. En diversos
aspectos, los animales no humanos comprenden ademas una secuencia de nucleétidos ectdpica que codifica una
proteina ADAM6 u homologo u ortélogo de la misma que es funcional en el animal macho no humano que
comprende el locus de cadena pesada modificado. En diversos aspectos, la secuencia de nucleétidos ectépica es
contigua al segmento Vu Unico, un segmento génico D o un segmento génico J. En diversos aspectos, la secuencia
de nucledtidos ectdpica es contigua a una secuencia no inmunoglobulina en el genoma del animal no humano. En un
aspecto, la secuencia de nucledtidos ectopica estd en el mismo cromosoma que el locus de cadena pesada
modificado. En un aspecto, la secuencia de nucleétidos ectopica esta en un cromosoma diferente que el locus de
cadena pesada modificado.

Se describen animales no humanos que se modifican en sus loci de regiéon variable de cadena pesada de
inmunoglobulina para eliminar todos o sustancialmente todos (por ejemplo, todos los segmentos funcionales, o casi
todos los segmentos funcionales) los segmentos Vu enddgenos de inmunoglobulina y que comprenden un segmento
VH1-69 humano (o un segmento Vu1-2 humano) unido operativamente a un segmento D y J o un segmento J en el
locus endégeno de region variable de cadena pesada de inmunoglobulina del animal no humano. También se
describen animales no humanos que comprenden dichos loci y que carecen de un gen(es) ADAM6 enddgeno(s).

Se describen métodos para hacer secuencias humanas de inmunoglobulina en animales no humanos. En diversos
aspectos, las secuencias humanas de inmunoglobulina proceden de un repertorio de secuencias V de
inmunoglobulina que consisten esencialmente en un Unico segmento V humano, por ejemplo, Vu1-69 o Vu1-2, y uno
0 mas segmentos D y J o uno o mas segmentos J. Se describen métodos para hacer secuencias humanas de
inmunoglobulina en animales, tejidos y células no humanos, en donde las secuencias humanas de inmunoglobulina
se unen a un patdgeno.

En un aspecto, se describen construcciones de acido nucleico, células, embriones, ratones y métodos para fabricar
ratones que comprenden una modificacion que da como resultado una proteina ADAM6 de ratén enddgena no
funcional o un gen ADAM6 (por ejemplo, un ratéon con genes inactivados o una eliminacion en un gen ADAM6
endogeno), en donde los ratones comprenden una secuencia de acido nucleico que codifica una proteina ADAM6 u
ortélogo u homoélogo o fragmento de la misma que es funcional en un ratén macho. En un aspecto, los ratones
comprenden una secuencia de nucledtidos ectdpica que codifica una proteina ADAM6 de roedor u ortélogo u
homdlogo o fragmento funcional de la misma; en un aspecto especifico, la proteina ADAM6 de roedor es una
proteina ADAMG de raton.

En un aspecto, se describen construcciones de acido nucleico, células, embriones, ratones y métodos para hacer
ratones que comprenden una modificaciéon de un locus de inmunoglobulina de ratén endégeno, en donde los ratones
comprenden una proteina ADAMG6 u ortélogo u homélogo o un fragmento de la misma que es funcional en un ratén
macho. En un aspecto, el locus de inmunoglobulina de ratén enddgeno es un locus de cadena pesada de
inmunoglobulina, y la modificacion reduce o elimina la actividad ADAM6 de una célula o tejido de un ratén macho. En
un aspecto, el locus de inmunoglobulina de ratén endégeno es un locus de cadena pesada de inmunoglobulina, y la
modificacién mantiene o sostiene la actividad ADAM®6 de una célula o tejido de un ratdon macho.

En un aspecto, se describe un locus de cadena pesada de inmunoglobulina modificado que comprende un repertorio
de segmento V de cadena pesada que esta restringido con respecto a la identidad del segmento V, y que
comprende uno o mas segmentos D y uno o mas segmentos J, o uno o mas segmentos J. En un aspecto, el
segmento V de cadena pesada es un segmento humano. En un aspecto, el locus de cadena pesada de
inmunoglobulina modificado carece de un gen ADAM6 enddégeno. En un aspecto, el locus de cadena pesada
modificado comprende ademas una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina ADAM6. En un aspecto
especifico, la secuencia de nucleétidos es contigua al segmento génico V, D y/o J en el locus de cadena pesada de
inmunoglobulina modificado.

En un aspecto, el locus modificado es un locus no humano. En un aspecto, el locus no humano se modifica con al
menos una secuencia humana de inmunoglobulina. En un aspecto, el locus no humano se modifica con al menos
una secuencia humana de inmunoglobulina y una secuencia que codifica una proteina ADAMG6.

En un aspecto, la restriccion es para un miembro de la familia del segmento V. En un aspecto, el un miembro de la
familia del segmento V esta presente en dos 0 mas copias. En un aspecto, el un miembro de la familia del segmento
V esta presente como dos 0 mas variantes (por ejemplo, dos o mas formas polimérficas del miembro de la familia del
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segmento V). En un aspecto, el segmento V es un miembro de la familia del segmento V humano. En un aspecto, el
un miembro de la familia del segmento V esta presente en una serie de variantes como se observa en la poblacion
humana con respecto a esa variante. En un aspecto, el miembro de la familia del segmento V se selecciona de la
Tabla 1. En un aspecto, el miembro de la familia del segmento V esta presente en una serie de variantes como se
muestra, para cada segmento V, en varios alelos desde 1 alelo hasta el numero de alelos que se muestran en la
columna derecha de la Tabla 1.

En un aspecto, se describen ratones que comprenden una secuencia de nucledtidos ectépica que codifica un
ADAMG6 de ratén u ortélogo u homologo o fragmento funcional del mismo; también se describen ratones que
comprenden una secuencia de nucledtidos endégena que codifica un ADAM6 de ratén u ortélogo u homdlogo o
fragmento del mismo, y al menos una modificacién genética de un locus de inmunoglobulina de cadena pesada. En
un aspecto, la secuencia de nucleétidos enddgena que codifica un ADAM6 de ratdn u ortdlogo u homdlogo o
fragmento del mismo se ubica en una posicion ectopica en comparacion con un gen ADAM6 enddégeno de un ratdn
de tipo silvestre.

En un aspecto, se describen métodos para hacer ratones que comprenden una modificacion de un locus de
inmunoglobulina de ratén enddgeno, en donde los ratones comprenden una proteina ADAMG6 u ortélogo u homologo
o un fragmento de la misma que es funcional en un ratén macho.

En un aspecto, se describen métodos para hacer ratones que comprenden una modificacion genética de un locus de
cadena pesada de inmunoglobulina, en donde la aplicaciéon de los métodos da como resultado ratones machos que
comprenden un locus de cadena pesada de inmunoglobulina modificado (o una eliminacién del mismo), y los ratones
machos son capaces de generar descendencia mediante apareamiento. En un aspecto, los ratones machos son
capaces de producir esperma que puede transitar desde el Utero de un raton a través de un oviducto de ratén para
fertilizar un dvulo de raton.

En un aspecto, se describen métodos para hacer ratones que comprenden una modificacion genética de un locus de
cadena pesada de inmunoglobulina, en donde la aplicaciéon de los métodos da como resultado ratones machos que
comprenden un locus de cadena pesada de inmunoglobulina modificado (o una eliminacién del mismo), y los ratones
machos exhiben una reduccion en la fertilidad, y los ratones comprenden una modificacién genética que restaura en
todo o en parte la reduccion en la fertilidad. En diversos aspectos, la reduccion de la fertilidad se caracteriza por la
incapacidad del esperma de los ratones machos para migrar desde el Utero de un ratén a través de un oviducto de
ratéon para fertilizar un évulo de ratdn. En diversos aspectos, la reduccién de la fertilidad se caracteriza por el
esperma que exhibe un defecto de migracion in vivo. En diversos aspectos, la modificacion genética que restablece
total o parcialmente la reduccion de la fertilidad es una secuencia de acido nucleico que codifica un gen ADAM6 de
raton u ortélogo u homélogo o fragmento del mismo que es funcional en un ratén macho.

En un aspecto, la modificacion genética comprende reemplazar los loci variables de cadena pesada de
inmunoglobulina endégenos con un numero restringido, por ejemplo, no mas de uno, dos o tres segmentos génicos
variables de cadena pesada (V) diferentes, uno 0 mas segmentos génicos de diversidad de cadena pesada (Dn) y
uno o0 mas segmentos génicos de union de cadena pesada (Ju) de otra especie (por ejemplo, una especie que no es
de raton). En un aspecto, la modificacion genética comprende la insercién de un Unico segmento génico Vu de
inmunoglobulina ortélogo, al menos un segmento génico Du y al menos un segmento génico Ju en loci variables de
cadena pesada de inmunoglobulina endégenos. En un aspecto especifico, la especie es humana. En un aspecto, la
modificacién genética comprende la eliminacion de un locus variable de cadena pesada de inmunoglobulina
endogeno en su totalidad o en parte, en donde la eliminaciéon da como resultado una pérdida de la funcion ADAM6
endogena. En un aspecto especifico, la pérdida de la funcion ADAM6 enddgena se asocia con una reduccion de la
fertilidad en ratones machos. En un aspecto, la modificacion genética comprende la inactivacién de un locus variable
de cadena pesada de inmunoglobulina endégeno en su totalidad o en parte, en donde la eliminaciéon no da como
resultado una pérdida de la funcién ADAM6 enddgena. La inactivacién puede incluir el reemplazo o la eliminacién de
uno o mas segmentos génicos enddgenos que dan como resultado un locus de cadena pesada de inmunoglobulina
enddgeno que es sustancialmente incapaz de reordenarse para codificar una cadena pesada de un anticuerpo que
comprende segmentos génicos enddgenos. La inactivacion puede incluir otras modificaciones que hacen que el
locus de cadena pesada de inmunoglobulina enddgeno sea incapaz de reordenarse para codificar la cadena pesada
de un anticuerpo, en donde la modificacién no incluye el reemplazo o la eliminacion de segmentos génicos
endogenos. Las modificaciones ejemplares incluyen inversiones cromosémicas y/o translocaciones mediadas por
técnicas moleculares, por ejemplo, utilizando la colocacion precisa de sitios de recombinacion especificos del sitio
(por ejemplo, tecnologia Cre-lox).

En un aspecto, la modificacion genética comprende la inserciéon en el genoma del ratén un fragmento de ADN que
contiene un numero restringido, por ejemplo, no mas de uno, dos o tres segmentos génicos variables de cadena
pesada (Vn) diferentes, uno o0 mas segmentos génicos de diversidad de cadena pesada (D) y uno o mas segmentos
génicos de union de cadena pesada (Ju) de otra especie (por ejemplo, una especie que no es de ratén) unido
operativamente a una o mas secuencias de region constante (por ejemplo, un gen IgM y/o un gen IgG). En un
aspecto, el fragmento de ADN es capaz de sufrir un reordenamiento para formar una secuencia que codifica una
cadena pesada de un anticuerpo. En un aspecto, la modificacién genética comprende la insercién de un Unico
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segmento génico Vi de inmunoglobulina ortélogo, al menos un segmento génico DH y al menos un segmento génico
Ju en el genoma del ratén. En un aspecto especifico, la especie es humana. En un aspecto, la modificacion genética
comprende la eliminacién de un locus variable de cadena pesada de inmunoglobulina endégeno en su totalidad o en
parte para hacer que el locus de cadena pesada de inmunoglobulina endégeno no sea funcional, en donde la
eliminacion da como resultado, ademas, una pérdida de la funcién ADAM6 enddgena. En un aspecto especifico, la
pérdida de la funcion ADAM6 enddgena se asocia con una reduccion de la fertilidad en ratones machos.

En un aspecto, se describen ratones que comprenden una modificacion que reduce o elimina la expresiéon de
ADAMG6 de un alelo ADAM6 enddégeno de manera que un ratdén macho, que tiene la modificaciéon, exhibe una
fertilidad reducida (por ejemplo, una capacidad muy reducida de generar descendencia por apareamiento), o es
esencialmente infértil, debido a la reduccién o eliminacién de la funcion ADAM6 enddgena, en donde los ratones
comprenden ademas una secuencia ectopica de ADAM6 u homdlogo u ortélogo o fragmento funcional de la misma.
En un aspecto, la modificaciéon que reduce o elimina la expresion de ADAM6 de ratdon es una modificacién (por
ejemplo, una insercién, una eliminacién, un reemplazo, etc.) en un locus de inmunoglobulina de ratén. En un
aspecto, el locus de inmunoglobulina es un locus de cadena pesada de inmunoglobulina.

En un aspecto, la reduccion o pérdida de la funcion ADAM6 comprende una incapacidad o incapacidad sustancial
del ratdn para producir esperma que pueda viajar desde el Utero de ratéon a través de un oviducto de ratén para
fertilizar un évulo de ratén. En un aspecto especifico, al menos aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 %
de los espermatozoides producidos en un volumen eyaculado del raton son incapaces de viajar a través de un
oviducto in vivo después de la copulacion y fertilizar un évulo de raton.

En un aspecto, la reduccién o pérdida de la funcion ADAM6 comprende una incapacidad para formar o una
incapacidad sustancial para formar un complejo de ADAM2 y/o ADAM3 y/o ADAM®6 en una superficie de una célula
de esperma del ratén. En un aspecto, la pérdida de la funcion ADAM6 comprende una incapacidad sustancial para
fertilizar un évulo de ratén mediante la copulacién con un ratén hembra.

En un aspecto, se describe un ratén que carece de un gen ADAM6 enddgeno funcional y comprende una proteina (o
una secuencia de nucleotidos ectdpica que codifica una proteina) que confiere la funcionalidad ADAMG6 en el raton.
En un aspecto, el ratdon es un ratén macho y la funcionalidad comprende una fertilidad mejorada en comparacién con
un ratéon que carece de un gen ADAMG6 enddgeno funcional.

En un aspecto, la proteina esta codificada por una secuencia gendmica ubicada dentro de un locus de
inmunoglobulina en la linea germinal del ratéon. En un aspecto especifico, el locus de inmunoglobulina es un locus de
cadena pesada. En otro aspecto especifico, el locus de cadena pesada comprende un Unico segmento génico Vx
humano, al menos un Dy humano y al menos un J4 humano. En otro aspecto especifico, el locus de cadena pesada
comprende un segmento génico Vi humano, 27 segmentos génicos Dy humanos y seis segmentos génicos Ju
humanos. En un aspecto, la proteina ectépica esta codificada por una secuencia genémica ubicada dentro de un
locus de no inmunoglobulina en la linea germinal del ratén. En un aspecto, el locus de no inmunoglobulina es un
locus transcripcionalmente activo. En un aspecto especifico, el locus transcripcionalmente activo es el locus
ROSA26. En un aspecto especifico, el locus transcripcionalmente activo esta asociado con la expresion especifica
de tejido. En un aspecto, la expresion especifica de tejido esta presente en los tejidos reproductivos. En un aspecto,
la proteina esta codificada por una secuencia genémica insertada de forma aleatoria en la linea germinal del ratén.

En un aspecto, el ratébn comprende una cadena ligera humana o quimérica humana/de ratén o quimérica humana/de
rata (por ejemplo, variable humana, constante de ratén o de rata) y una cadena pesada quimérica variable
humana/constante de ratén o rata. En un aspecto especifico, el raton comprende un transgen que comprende un
gen de cadena ligera quimérico variable humana/constante de rata o raton constante unido operativamente a un
promotor transcripcionalmente activo, por ejemplo, un promotor ROSA26. En un aspecto especifico adicional, el
transgén de cadena ligera quimérico humano/de ratén o rata comprende una secuencia de region variable de
cadena ligera humana reordenada en la linea germinal del ratén.

En un aspecto, la secuencia de nucleétidos ectdpica se ubica dentro de un locus de inmunoglobulina en la linea
germinal del raton. En un aspecto especifico, el locus de inmunoglobulina es un locus de cadena pesada. En un
aspecto, el locus de cadena pesada comprende un Unico segmento génico Vy humano, al menos un Dy humano y al
menos un J4 humano. En un aspecto especifico, el locus de cadena pesada comprende un Unico segmento génico
Vi humano, 27 segmentos génicos Dy humanos y seis segmentos génicos Ju humanos. En un aspecto, la secuencia
de nucledtidos ectopica se ubica dentro de un locus de no inmunoglobulina en la linea germinal del raton. En un
aspecto, el locus de no inmunoglobulina es un locus transcripcionalmente activo. En un aspecto especifico, el locus
transcripcionalmente activo es el locus ROSA26. En un aspecto, la secuencia de nucleétidos ectopica se coloca
aleatoriamente insertada en la linea germinal del ratén.

En un aspecto, se describe un raton que carece de un gen ADAM6 enddgeno funcional, en donde el raton
comprende una secuencia de nucleétidos ectdpica que complementa la pérdida de la funcion ADAM6 del ratéon. En
un aspecto, la secuencia de nucledtidos ectdpica confiere al raton la capacidad de producir descendencia que es
comparable a un ratén de tipo silvestre correspondiente que contiene un gen ADAM6 enddégeno funcional. En un
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aspecto, la secuencia confiere al ratén la capacidad de formar un complejo de ADAM2 y/o ADAM3 y/o ADAMSG en la
superficie de la célula de esperma del raton. En un aspecto, la secuencia confiere al raton la capacidad de viajar
desde el Utero de un ratén a través de un oviducto de ratén a un évulo de ratén para fertilizar el évulo.

En un aspecto, el raton que carece del gen ADAM6 enddgeno funcional y que comprende la secuencia de
nuclestidos ectopica produce al menos aproximadamente un 50 %, 60 %, 70 %, 80 % o 90 % del numero de
camadas de un raton de tipo silvestre de la misma edad y cepa en un periodo de tiempo de seis meses.

En un aspecto, el ratéon que carece del gen ADAM6 enddgeno funcional y que comprende la secuencia de
nucledtidos ectépica produce al menos aproximadamente 1,5 veces, aproximadamente 2 veces, aproximadamente
2,5 veces, aproximadamente 3 veces, aproximadamente 4 veces, aproximadamente 6 veces, aproximadamente 7
veces, aproximadamente 8 veces, o aproximadamente 10 veces o mas progenie cuando se cria durante un periodo
de tiempo de seis meses que un ratén de la misma edad y la misma cepa o similar que carece del gen ADAM6
endogeno funcional y que carece de la secuencia de nucleétidos ectépica que se cria sustancialmente durante el
mismo periodo de tiempo y sustancialmente bajo las mismas condiciones.

En un aspecto, el ratén que carece del gen ADAM6 enddgeno funcional y que comprende la secuencia de
nucleodtidos ectdpica produce un promedio de al menos aproximadamente 2 veces, 3 o0 4 veces mayor numero de
crias por camada en un periodo de reproduccion de 4 o 6 meses que un raton que carece del gen ADAM6 enddgeno
funcional y que carece de la secuencia de nucleétidos ectopica, y que se cria durante el mismo periodo de tiempo.

En un aspecto, el raton que carece del gen ADAM6 enddgeno funcional y que comprende la secuencia de
nucleotidos ectépica es un raton macho, y el raton macho produce esperma que cuando se recupera de los
oviductos aproximadamente a las 5-6 horas después de la copulacion refleja una migracién en el oviducto que es al
menos 10 veces, al menos 20 veces, al menos 30 veces, al menos 40 veces, al menos 50 veces, al menos 60
veces, al menos 70 veces, al menos 80 veces, al menos 90 veces, 100 veces, 110 veces o 120 veces 0 mas que la
de un ratén que carece del gen ADAM6 enddgeno funcional y que carece de la secuencia de nucleétidos ectépica.

En un aspecto, el raton que carece del gen ADAM6 enddgeno funcional y que comprende la secuencia de
nucledtidos ectépica cuando copula con un raton hembra genera esperma que es capaz de atravesar el utero y
entrar y atravesar el oviducto dentro de aproximadamente 6 horas con una eficacia que es aproximadamente igual a
la del esperma de un raton de tipo silvestre.

En un aspecto, el ratén que carece del gen ADAM6 enddgeno funcional y que comprende la secuencia de
nucledtidos ectopica produce aproximadamente 1,5 veces, aproximadamente 2 veces, aproximadamente 3 veces o
aproximadamente 4 veces o mas camadas en un periodo de tiempo comparable a un ratéon que carece del gen
ADAMG funcional y que carece de la secuencia de nucleétidos ectdpica.

En un aspecto, se describe un ratén que comprende en su linea germinal una secuencia de acido nucleico no de
raton que codifica una proteina de inmunoglobulina, en donde la secuencia de inmunoglobulina no de ratén
comprende una insercion de un gen ADAM®6 de ratén u homdlogo u ortélogo o fragmento funcional del mismo. En un
aspecto, la secuencia de inmunoglobulina no de ratén comprende una secuencia humana de inmunoglobulina. En un
aspecto, la secuencia comprende una secuencia humana de cadena pesada de inmunoglobulina. En un aspecto, la
secuencia comprende una secuencia humana de cadena ligera de inmunoglobulina. En un aspecto, la secuencia
comprende un unico segmento génico VH, uno o mas segmentos génicos Dx y uno o mas segmentos génicos Ju; en
un aspecto, la secuencia comprende uno o mas segmentos génicos VL y uno o mas segmentos génicos J.. En un
aspecto, el unico segmento génico Vu, uno o mas D, y uno 0 mas Ju, 0 uno o mas segmentos génicos VL y Ji, no
se reordenan. En un aspecto, el Unico segmento génico VH, uno 0 mas Dy, y uno 0 mas Ju, 0 uno o mas segmentos
génicos VL y Ji, se reordenan. En un aspecto, después de la reordenacion del Unico segmento génico VH, uno o mas
DH, y uno 0 mas Ju, 0 uno o mas segmentos génicos VL y Ji, el ratén comprende en su genoma al menos una
secuencia de acido nucleico que codifica un gen ADAM6 de ratén u homologo u ortélogo o fragmento funcional del
mismo. En un aspecto, después de la reordenacion, el raton comprende en su genoma al menos dos secuencias de
acido nucleico que codifican un gen ADAMG6 de ratén u homdlogo u ortélogo o fragmento funcional del mismo. En un
aspecto, después de la reordenacion, el ratdbn comprende en su genoma al menos una secuencia de acido nucleico
que codifica un gen ADAM6 de ratén u homologo u ortdlogo o fragmento funcional del mismo. En un aspecto, el
raton comprende el gen ADAM6 u homélogo u ortélogo o fragmento funcional del mismo en un linfocito B. En un
aspecto, el ratén comprende el gen ADAM6 u homologo u ortélogo o fragmento funcional del mismo en un linfocito
no B.

En un aspecto, se describen ratones que expresan una regioén variable de cadena pesada de inmunoglobulina
humana o fragmento funcional de la misma a partir de un locus endégeno de cadena pesada de inmunoglobulina de
raton, en donde los ratones comprenden una actividad ADAMG6 que es funcional en un raton macho. En un aspecto,
la region variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana comprende un segmento génico Vu humano
polimérfico. En un aspecto, la regiéon variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana comprende un
segmento génico Vu1-69 humano. En un aspecto, la region variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana
comprende un segmento génico Vx1-2 humano.
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En un aspecto, los ratones machos comprenden un uUnico alelo ADAM6 enddgeno no modificado u ortélogo u
homologo o fragmento funcional del mismo en un locus ADAM6 enddgeno.

En un aspecto, los ratones machos comprenden una secuencia ADAM6 de raton ectépica u homdlogo u ortélogo o
fragmento funcional de la misma que codifica una proteina que confiere la funcion ADAM6.

En un aspecto, los ratones machos comprenden una secuencia ADAM6 u homodlogo u ortélogo o fragmento
funcional de la misma en una ubicacion en el genoma del ratén que se aproxima a la ubicacién del alelo ADAM6
enddgeno del ratén, por ejemplo, en 3' de una secuencia del segmento génico V y en §' de un segmento génico D
inicial. En un aspecto especifico, los ratones machos comprenden una secuencia ADAM6 u homélogo u ortélogo o
fragmento funcional de los mismos en 3' de un segmento génico Vi humano y en 5' de un segmento génico Dn
humano. En otro aspecto especifico, los ratones machos comprenden una secuencia ADAM6 u homélogo u ortélogo
o fragmento funcional de la misma en 5' de un segmento génico Vi humano. En otro aspecto especifico, los ratones
machos comprenden una secuencia ADAM6 u homdlogo u ortélogo o fragmento funcional de la misma en 5' de un
locus quimérico de cadena pesada que comprende un Unico segmento génico Vy humano, uno o mas segmentos
génicos DH y uno o mas segmentos génico Ju. En un aspecto, el locus quimérico de cadena pesada comprende un
segmento génico Vx 1-69 humano, 27 segmentos génicos Dn humanos y seis segmentos génicos Ju humanos. En
un aspecto, el locus quimérico de cadena pesada comprende un segmento génico V4 1-2 humano, 27 segmentos
génicos Dn humanos y seis segmentos génicos Ju humanos.

En un aspecto, los ratones machos comprenden una secuencia ADAM6 u homoélogo u ortélogo o fragmento
funcional de la misma flanqueada cadena arriba, cadena abajo o cadena arriba y cadena abajo (con respecto a la
direccion de transcripcion de la secuencia ADAMG) de una secuencia de acido nucleico que codifica un segmento
génico variable de inmunoglobulina o un segmento génico de diversidad de inmunoglobulina. En un aspecto
especifico, el segmento génico variable de inmunoglobulina es un segmento génico humano. En un aspecto, el
segmento génico variable de inmunoglobulina es un segmento génico humano, y la secuencia que codifica el
ADAMBSG de ratén u ortdlogo u homologo o fragmento del mismo funcional en un ratén esta entre segmentos génicos
Vu humanos; en un aspecto, el ratdbn comprende un segmento génico Vu humano, y la secuencia esta en una
posicion 5' del segmento génico Vu; en un aspecto, la secuencia esta en una posicién 3' del segmento génico Vi; en
un aspecto, la secuencia esta en una posicion entre el segmento génico Vi y el primer segmento génico Du. En un
aspecto especifico, el segmento génico Dy es el primer segmento génico Du. En un aspecto, el ratén comprende dos
segmentos génicos VH, y la secuencia esta en una posicion entre los dos segmentos génicos Vu; en un aspecto, la
secuencia esta en una posicion entre un segmento génico Vu y un segmento génico Dn. En un aspecto especifico, el
segmento génico D es el primer segmento génico Dn.

En un aspecto, los ratones machos comprenden una secuencia ADAM6 u homoélogo u ortélogo o fragmento
funcional de la misma que se ubica en una posicidon en un locus endégeno de inmunoglobulina que es igual o
sustancialmente igual que en un ratén macho de tipo silvestre. En un aspecto especifico, el locus endégeno es
incapaz de codificar la cadena pesada de un anticuerpo. En un aspecto especifico, el locus endégeno se coloca en
una ubicacién en el genoma del ratén macho que lo hace incapaz de codificar la cadena pesada de un anticuerpo.
En diversos aspectos, los ratones machos comprenden una secuencia ADAMG6 ubicada en el mismo cromosoma que
los segmentos génicos humanos de inmunoglobulina y la secuencia ADAM6 codifica una proteina ADAM6 funcional.

En un aspecto, se describe un raton macho que comprende un gen ADAM6 enddgeno no funcional, o una
eliminacion de un gen ADAM6 enddgeno, en su linea germinal; en donde las células de esperma del ratén son
capaces de transitar un oviducto de un raton hembra y fertilizar un évulo. En un aspecto, los ratones comprenden
una copia extracromosomica de un gen ADAM6 de raton u ortélogo u homélogo o fragmento funcional del mismo
que es funcional en un ratén macho. En un aspecto, los ratones comprenden un gen ADAM®6 ectopico de ratdn u
ortélogo u homologo o fragmento funcional del mismo que es funcional en un ratén macho.

En un aspecto, se describen ratones que comprenden una modificacién genética que reduce la funcion ADAM6
enddgena del raton, en donde el ratén comprende al menos alguna funcionalidad ADAM6 proporcionada por un alelo
enddégeno no modificado que es funcional en todo o en parte (por ejemplo, un heterocigoto), o por expresion de una
secuencia ectépica que codifica un ADAM6 o un ortélogo u homélogo o fragmento funcional del mismo que es
funcional en un ratén macho.

En un aspecto, los ratones comprenden la funcion ADAMG6 suficiente para conferir a los ratones machos la
capacidad de generar descendencia por apareamiento, en comparacion con los ratones machos que carecen de un
ADAMBG funcional. En un aspecto, la funcion ADAMG6 se confiere por la presencia de una secuencia de nucleétidos
ectopica que codifica un ADAM6 de ratén o un homdlogo u ortélogo o fragmento funcional del mismo. En un aspecto,
la funcion ADAMG6 es conferida por un gen ADAM6 enddgeno presente en un locus endégeno de inmunoglobulina,
en donde el locus endégeno de inmunoglobulina es incapaz de codificar la cadena pesada de un anticuerpo. Los
homdlogos u ortélogos de ADAM6 o fragmentos de los mismos que son funcionales en un raton macho incluyen
aquellos que restauran, total o parcialmente, la pérdida de capacidad de generar descendencia observada en un
ratén macho que carece de suficiente actividad ADAM6 enddgena de ratén, por ejemplo, la pérdida de capacidad
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observada en un ratén con genes inactivados ADAMG6. En este sentido, los ratones con genes inactivados ADAM6
incluyen ratones que comprenden un locus endégeno o fragmento del mismo, pero que no es funcional, es decir,
que no expresa ADAM6 (ADAM®6a y/o ADAM6b) en absoluto, o que expresa ADAM6 (ADAM6a y/o ADAMEb) en un
nivel que es insuficiente para soportar una capacidad esencialmente normal de generar descendencia de un raton
macho de tipo silvestre. La pérdida de funcion puede deberse, por ejemplo, a una modificacién en un gen estructural
del locus (es decir, en una regién codificante ADAM6a o ADAMG6b) o en una region reguladora del locus (por
ejemplo, en una secuencia en 5' del gen ADAM®6a o en 3' de la region codificante ADAM6a o ADAMG6b, en donde la
secuencia controla, total o parcialmente, la transcripcion de un gen ADAMG, la expresion de un ARN ADAMG6 o la
expresion de una proteina ADAMB6). En varios aspectos, los ortélogos u homologos o fragmentos de los mismos que
son funcionales en un raton macho son aquellos que permiten que un espermatozoide de un ratén macho (o la
mayoria de las células de esperma en la eyaculacién de un ratén macho) transiten un oviducto de raton y fertilicen
un évulo de raton.

En un aspecto, los ratones machos que expresan la regiéon variable de inmunoglobulina humana o fragmento
funcional de la misma comprenden suficiente actividad ADAM6 para conferir a los ratones machos la capacidad de
generar descendencia al aparearse con ratones hembras y, en un aspecto, los ratones machos exhiben una
capacidad para generar descendencia cuando se aparean con ratones hembras que es, en un aspecto, al menos un
25 %, en un aspecto, al menos un 30 %, en un aspecto, al menos un 40 %, en un aspecto, al menos un 50 %, en un
aspecto, al menos un 60 %, en un aspecto, al menos un 70 %, en un aspecto, al menos un 80 %, en un aspecto, al
menos un 90 % y, en un aspecto, casi igual, a la de los ratones con uno o dos alelos endégenos no modificados
ADAMSG.

En un aspecto, los ratones machos expresan suficiente ADAM6 (o un ortélogo u homadlogo o fragmento funcional del
mismo) para permitir que una célula de esperma de los ratones machos atraviese un oviducto de ratén hembra y
fertilice un 6vulo de raton.

En un aspecto, la funcionalidad ADAM6 se confiere por una secuencia de acido nucleico que es contigua a una
secuencia cromosomica de ratén (por ejemplo, el acido nucleico se integra aleatoriamente en un cromosoma de
ratéon; o se coloca en una ubicacion especifica, por ejemplo, dirigiéndose el acido nucleico a una ubicacion
especifica, por ejemplo, mediante insercién mediada por recombinasa especifica del sitio (por ejemplo, mediada por
Cre) o recombinacion homdloga). En un aspecto, la secuencia ADAMG6 esta presente en un acido nucleico que es
distinto de un cromosoma del ratén (por ejemplo, la secuencia ADAMG6 esta presente en un episoma, es decir,
extracromosdmicamente, por ejemplo, en una construccion de expresion, un vector, un YAC, un transcromosoma,
etc.).

En un aspecto, se describen ratones y células modificados genéticamente que comprenden una modificacién de un
locus enddgeno de cadena pesada de inmunoglobulina, en donde los ratones expresan al menos una porcién de
una secuencia de cadena pesada de inmunoglobulina, por ejemplo, al menos una porcion de una secuencia
humana, en donde los ratones comprenden una actividad ADAM6 que es funcional en un ratén macho. En un
aspecto, la modificaciéon reduce o elimina la actividad ADAMG6 del raton. En un aspecto, el ratén se modifica de modo
que ambos alelos que codifican la actividad ADAM6 estan ausentes o expresan un ADAM6 que no funciona
sustancialmente para soportar el apareamiento normal en un ratén macho. En un aspecto, el ratén comprende
ademas una secuencia de acido nucleico ectdpica que codifica un ADAM6 de ratén u ortdlogo u homodlogo o
fragmento funcional del mismo. En un aspecto, la modificacion mantiene la actividad ADAM6 del ratén y hace que un
locus enddgeno de cadena pesada de inmunoglobulina sea incapaz de codificar una cadena pesada de un
anticuerpo. En un aspecto especifico, la modificacion incluye inversiones y/o translocaciones cromosémicas que
hacen que el locus endégeno de cadena pesada de inmunoglobulina sea incapaz de codificar una cadena pesada
de un anticuerpo.

En un aspecto, se describen ratones y células modificados genéticamente que comprenden una modificacion de un
locus enddgeno de cadena pesada de inmunoglobulina, en donde la modificaciéon reduce o elimina la actividad
ADAMG expresada a partir de una secuencia ADAMG6 del locus, y en donde los ratones comprenden una proteina
ADAMS6 u ortélogo u homoélogo o fragmento funcional de la misma. En diversos aspectos, la proteina ADAM6 o
fragmento de la misma esta codificada por una secuencia ADAM6 ectépica. En diversos aspectos, la proteina
ADAMG o fragmento de la misma esta codificada por un alelo ADAM6 enddgeno. En diversos aspectos, el raton
comprende un primer alelo de cadena pesada de inmunoglobulina que comprende una primera modificacion que
reduce o elimina la expresion de un ADAMG6 funcional del primer alelo de cadena pesada de inmunoglobulina, y el
ratobn comprende un segundo alelo de cadena pesada de inmunoglobulina que comprende una segunda
modificacién que no reduce sustancialmente o no elimina la expresion de un ADAM®6 funcional del segundo alelo de
cadena pesada de inmunoglobulina.

En un aspecto, la segunda modificacion se ubica en 3' (con respecto a la direccionalidad transcripcional del
segmento génico V del raton) de un segmento génico final V del raton y se ubica en 5' (con respecto a la
direccionalidad transcripcional de la secuencia constante) de un gen constante de cadena pesada de
inmunoglobulina de ratéon (o quimera humano/ratén) o fragmento del mismo (por ejemplo, una secuencia de acido
nucleico que codifica un humano y/o ratén: Cu1 y/o bisagra y/o Cn2 y/o Ch3).

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2759617 T3

En un aspecto, la modificaciéon es en un primer alelo de cadena pesada de inmunoglobulina en un primer locus que
codifica un primer alelo ADAMSG, y la funcion ADAMS resulta de la expresion de un ADAM6 enddégeno en un segundo
alelo de cadena pesada de inmunoglobulina en un segundo locus que codifica un ADAM6 funcional, en donde el
segundo alelo de cadena pesada de inmunoglobulina comprende al menos una modificacion de un segmento génico
V, D y/o J. En un aspecto especifico, la al menos una modificacion del segmento génico V, D y/o J es una
eliminacion, un reemplazo con un unico V4 humano, uno o mas Du, y/o uno o mas segmentos génicos Ju, un
reemplazo con un segmento génico Vi (0 VhH), D y/o Ju de camélido, un reemplazo con un segmento génico VH (0
Vun), DH y/o Ju de camélido, un reemplazo de una secuencia de cadena pesada con una secuencia de cadena ligera
y una combinacion de las mismas. En un aspecto, la al menos una modificaciéon es la eliminacién de uno o mas
segmentos génicos Vu, Dn y/o Ju y un reemplazo con uno o mas segmentos génicos VL y/o Ju (por ejemplo, un
segmento génico VL y/o JL humano) en el locus de cadena pesada.

En un aspecto, la modificacion esta en un primer alelo de cadena pesada de inmunoglobulina en un primer locus y
un segundo alelo de cadena pesada de inmunoglobulina en un segundo locus, y la funcion ADAM®6 resulta de la
expresion de un ADAM®6 ectdpico en un locus no de inmunoglobulina en la linea germinal del ratén. En un aspecto
especifico, el locus no de inmunoglobulina es el locus ROSA26. En un aspecto especifico, el locus no de
inmunoglobulina es transcripcionalmente activo en el tejido reproductivo.

En un aspecto, la modificacion esta en un primer alelo de cadena pesada de inmunoglobulina en un primer locus y
un segundo alelo de cadena pesada de inmunoglobulina en un segundo locus, y la funcion ADAM6 resulta de la
expresion de un ADAMG6 ectdpico en el primer alelo de cadena pesada de inmunoglobulina. En un aspecto, la
modificaciéon esta en un primer alelo de cadena pesada de inmunoglobulina en un primer locus y un segundo alelo
de cadena pesada de inmunoglobulina en un segundo locus, y la funcion ADAM6 resulta de la expresion de un
ADAMBG ectdpico en el segundo alelo de cadena pesada de inmunoglobulina.

En un aspecto, se describe un ratén que comprende un heterocigético u homocigoto con genes inactivados de
ADAMS6. En un aspecto, el raton comprende ademas una secuencia de inmunoglobulina modificada que es una
secuencia humana de inmunoglobulina o humanizada, o una secuencia humana de inmunoglobulina o de ratén
camelizada o camélida. En un aspecto, la secuencia de inmunoglobulina modificada esta presente en el locus
endégeno de cadena pesada de inmunoglobulina de raton. En un aspecto, la secuencia de inmunoglobulina
modificada comprende una secuencia génica variable de cadena pesada humana en un locus endégeno de cadena
pesada de inmunoglobulina de ratéon. En un aspecto, la secuencia génica variable de cadena pesada humana
reemplaza una secuencia génica variable de cadena pesada de ratéon endégena en el locus enddgeno de cadena
pesada de inmunoglobulina de ratén.

En un aspecto, se describe un raton incapaz de expresar un ADAM6 enddgeno de ratdn funcional a partir de un
locus endégeno ADAMG6 de raton. En un aspecto, el ratén comprende una secuencia de acido nucleico ectdpica que
codifica un ADAM6 o fragmento funcional del mismo, que es funcional en el raton. En un aspecto especifico, la
secuencia de acido nucleico ectépica codifica una proteina que rescata una pérdida en la capacidad de generar
descendencia exhibida por un ratén macho que es homocigoto para un ADAMG6 inactivado. En un aspecto
especifico, la secuencia de acido nucleico ectopica codifica una proteina ADAM6 de ratén.

En un aspecto, se describe un ratén que carece de un locus ADAM6 endégeno funcional y que comprende una
secuencia de acido nucleico ectopica que confiere la funcion ADAM6 de raton. En un aspecto, la secuencia de acido
nucleico comprende una secuencia endégena ADAM6 de ratén o un fragmento funcional de la misma. En un
aspecto, la secuencia endégena ADAMG6 de ratén comprende una secuencia codificante de ADAM6a y ADAMG6b
ubicada en un ratén de tipo silvestre entre el segmento génico V de cadena pesada (Vu) de inmunoglobulina de
raton en 3'y el segmento génico D de cadena pesada (Dn) de inmunoglobulina de ratén mas en 5'.

En un aspecto, la secuencia de acido nucleico comprende una secuencia que codifica ADAM6a de ratén o fragmento
funcional de la misma y/o una secuencia que codifica ADAM6b de raton o fragmento funcional de la misma, en
donde la ADAM6a y/o ADAM6b o fragmento(s) funcional(es) de la misma esta operativamente unida a un promotor.
En un aspecto, el promotor es un promotor humano. En un aspecto, el promotor es el promotor ADAMG6 de ratdn. En
un aspecto especifico, el promotor ADAM6 comprende una secuencia ubicada entre el primer codén del primer gen
ADAMG6 mas cercano al segmento génico Dy de ratdn mas en 5' y la secuencia sefial de recombinacién del
segmento génico Dy mas en 5', en donde 5' se indica con respecto a la direccion de transcripcion de los genes de
inmunoglobulina de ratén. En un aspecto, el promotor es un promotor virico. En un aspecto especifico, el promotor
virico es un promotor de citomegalovirus (CMV). En un aspecto, el promotor es un promotor de ubiquitina.

En un aspecto, el promotor es un promotor inducible. En un aspecto, el promotor inducible regula la expresién en
tejidos no reproductivos. En un aspecto, el promotor inducible regula la expresion en tejidos reproductivos. En un
aspecto especifico, la expresion de las secuencias ADAM6a y/o ADAMG6b de raton o fragmentos funcionales de las
mismas esta regulada evolutivamente por el promotor inducible en los tejidos reproductivos.

En un aspecto, el ADAM6a y/o ADAM6b de ratdn se seleccionan de ADAM6a de SEQ ID NO: 1 y/o ADAM6b de
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secuencia SEQ ID NO: 2.

En un aspecto, el promotor ADAM6 de raton es un promotor de SEQ ID NO: 3. En un aspecto especifico, el promotor
ADAMG6 de ratdon comprende la secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO: 3 directamente cadena arriba (con
respecto a la direccion de transcripcion de ADAMG6a) del primer codon de ADAMG6a y se extiende hasta el final de la
SEQ ID NO: 3 cadena arriba de la regién codificante ADAMG6. En otro aspecto especifico, el promotor ADAM6 es un
fragmento que se extiende desde aproximadamente 5 a aproximadamente 20 nucledtidos cadena arriba del codon
de inicio de ADAM®6a hasta aproximadamente 0,5 kb, 1kb, 2 kb 0 3 kb 0 mas cadena arriba del codén de inicio de
ADAM6a.

En un aspecto, el promotor ADAM6 de ratéon es un promotor de SEQ ID NO: 73. En un aspecto especifico, el
promotor ADAM®6 de raton comprende la secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO: 73 directamente cadena arriba
(con respecto a la direccién de transcripcion de ADAMG6a) del primer codén de ADAMG6a y se extiende hasta el final
de la SEQ ID NO: 73 cadena arriba de la region codificante ADAMG.

En otro aspecto especifico, el promotor ADAM6 es un fragmento que se extiende desde aproximadamente 5 a
aproximadamente 20 nucleétidos cadena arriba del codén de inicio de ADAM6a hasta aproximadamente 0,5 kb, 1kb,
2 kb o0 3 kb 0 mas cadena arriba del codén de inicio de ADAM®6a.

En un aspecto, el promotor ADAM6 de ratéon es un promotor de SEQ ID NO: 77. En un aspecto especifico, el
promotor ADAM®6 de raton comprende la secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO: 77 directamente cadena arriba
(con respecto a la direccién de transcripcion de ADAMG6a) del primer codén de ADAMG6a y se extiende hasta el final
de la SEQ ID NO: 77 cadena arriba de la region codificante ADAM6. En otro aspecto especifico, el promotor ADAM6
es un fragmento que se extiende desde aproximadamente 5 a aproximadamente 20 nucleétidos cadena arriba del
codon de inicio de ADAM6a hasta aproximadamente 0,5 kb, 1kb, 2 kb o 3 kb 0 mas cadena arriba del codén de inicio
de ADAM®6a.

En un aspecto, la secuencia de acido nucleico comprende la SEQ ID NO: 3 o un fragmento de la misma que cuando
se coloca en un ratdén que es infértil o que tiene baja fertilidad debido a la falta de ADAMG6, mejora la fertilidad o
restaura la fertilidad a una fertilidad de tipo silvestre. En un aspecto, la SEQ ID NO: 3 o un fragmento de la misma
confiere a un ratén macho la capacidad de producir una célula de esperma que es capaz de atravesar un oviducto
de raton hembra para fertilizar un 6vulo de ratén.

En un aspecto, la secuencia de acido nucleico comprende la SEQ ID NO: 73 o un fragmento de la misma que
cuando se coloca en un raton que es infértil o que tiene baja fertilidad debido a la falta de ADAM6, mejora la fertilidad
o restaura la fertilidad a una fertilidad de tipo silvestre. En un aspecto, la SEQ ID NO: 73 o un fragmento de la misma
confiere a un ratén macho la capacidad de producir una célula de esperma que es capaz de atravesar un oviducto
de raton hembra para fertilizar un 6vulo de ratén.

En un aspecto, la secuencia de acido nucleico comprende la SEQ ID NO: 77 o un fragmento de la misma que
cuando se coloca en un ratdén que es infértil o que tiene baja fertilidad debido a la falta de ADAM6, mejora la fertilidad
o restaura la fertilidad a una fertilidad de tipo silvestre. En un aspecto, la SEQ ID NO: 77 o un fragmento de la misma
confiere a un ratén macho la capacidad de producir una célula de esperma que es capaz de atravesar un oviducto
de ratéon hembra para fertilizar un évulo de ratén.

En un aspecto, se describe un ratdon que comprende una eliminacion de una secuencia de nucleétidos endégena que
codifica una proteina ADAM6, un reemplazo de un segmento génico Vi enddgeno de ratdon con un segmento génico
VH humano y una secuencia de nucledtidos ectdpica que codifica una proteina ADAM6 de raton u ortdlogo u
homadlogo o fragmento de la misma que es funcional en un ratén macho.

En un aspecto, el ratén comprende un locus de cadena pesada de inmunoglobulina que comprende una eliminacion
de una secuencia de nucledtidos endégena de locus de inmunoglobulina que comprende un gen ADAM6 enddgeno,
comprende una secuencia de nucleotidos que codifica uno o mas segmentos génicos humanos de inmunoglobulina,
y en donde la secuencia de nucledtidos ectdpica que codifica la proteina ADAM6 de ratén esta dentro o directamente
adyacente a la secuencia de nucledtidos que codifica el uno o mas segmentos génicos humanos de
inmunoglobulina.

En un aspecto, el ratdn comprende un reemplazo de todos o sustancialmente todos los segmentos génicos Vx
enddgenos con una secuencia de nucledétidos que codifica un Unico segmento génico Vi humano, y la secuencia de
nucleétidos ectdpica que codifica la proteina ADAM6 de ratén esta dentro o directamente adyacente a, la secuencia
de nucledtidos que codifica el Unico segmento génico Vi humano. En un aspecto, el raton comprende ademas un
reemplazo de uno o més segmentos génicos Dn enddgenos con uno o mas segmentos génicos Du humanos en el
locus génico Dn enddgeno. En un aspecto, el ratdbn comprende ademas un reemplazo de uno o mas segmentos
génicos J4 enddgenos con uno o mas segmentos génicos Ju humanos en el locus génico Ju endégeno. En un
aspecto, el ratdbn comprende un reemplazo de todos o sustancialmente todos los segmentos génicos Vu, DH y JH
enddgenos y un reemplazo en los loci génicos Vi, DH y Ju enddgenos con un Unico segmento génico Vi humano,

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2759617 T3

uno 0 mas segmentos génicos Dn humanos, y uno o mas segmentos génicos Ju humanos, en donde el raton
comprende una secuencia ectépica que codifica una proteina ADAM6 de ratdon. En un aspecto especifico, la
secuencia ectopica que codifica la proteina ADAM6 de ratén se coloca cadena arriba o en 5' del Unico segmento
génico Vi humano. En otro aspecto especifico, la secuencia ectdpica que codifica la proteina ADAM6 de raton se
coloca cadena abajo o en 3' del unico segmento génico Vi humano. En otro aspecto especifico, la secuencia
ectopica que codifica la proteina ADAM6 de raton se coloca entre el Unico segmento génico Vi humano y el primer
segmento génico Dy humano presente. En otro aspecto especifico, el ratdn comprende una eliminacion de todos o
sustancialmente todos los segmentos génicos Vu de ratdn, y un reemplazo con un Unico segmento génico Vu
humano, y la secuencia de nucleétidos ectdpica que codifica la proteina ADAMG6 de ratén se coloca cadena abajo del
segmento génico Vu1-69 humano y cadena arriba del segmento génico Dn1-1 humano. En otro aspecto especifico,
el raton comprende una eliminacion de todos o sustancialmente todos los segmentos génicos Vi de ratén, y un
reemplazo con un unico segmento génico Vi humano, y la secuencia de nucledtidos ectdpica que codifica la
proteina ADAMG6 de raton se coloca cadena abajo del segmento génico Vu1-2 humano y cadena arriba del segmento
génico Dn1-1 humano.

En un aspecto especifico, el ratbn comprende un reemplazo de todos o sustancialmente todos los segmentos
génicos Vu enddégenos con una secuencia de nucledtidos que codifica un Unico segmento génico Vh, y la secuencia
de nucledtidos ectopica que codifica la proteina ADAM6 de raton esta dentro o directamente adyacente a, la
secuencia de nucledtidos que codifica el unico segmento génico Vi humano.

En un aspecto, la secuencia de nucledtidos ectépica que codifica la proteina ADAMG6 de ratdon esta presente en un
transgen en el genoma del ratén. En un aspecto, la secuencia de nucledtidos ectépica que codifica la proteina
ADAMBG de ratén esta presente extracromosdémicamente en el ratén.

En un aspecto, se describe un ratén que comprende una modificacion de un locus endégeno de cadena pesada de
inmunoglobulina, en donde el ratén expresa un linfocito B que comprende una secuencia de inmunoglobulina
reordenada unida operativamente a una secuencia génica de region constante de cadena pesada, y el linfocito B
comprende en su genoma (por ejemplo, en un cromosoma de linfocitos B) un gen que codifica una ADAMG6 u
ortélogo u homologo o fragmento de la misma que es funcional en un ratén macho. En un aspecto, la secuencia de
inmunoglobulina reordenada unida operativamente a la secuencia génica de la regién constante de cadena pesada
comprende una secuencia V, D y/o J de cadena pesada humana; una secuencia V, D y/o J de cadena pesada de
ratén; una secuencia V y/o J de cadena ligera humana o de ratén. En un aspecto, la secuencia del gen de la region
constante de cadena pesada comprende una secuencia de cadena pesada humana o de ratdén seleccionada del
grupo que consiste en una Cn1, una bisagra, una Cn2, una Cn3, y una combinacion de las mismas.

En un aspecto, se describe un ratdon que comprende un locus enddégeno de cadena pesada de inmunoglobulina
funcionalmente silenciado, en donde la funcién ADAM6 se mantiene en el ratén, y ademas comprende una insercion
de uno o mas segmentos génicos humanos de inmunoglobulina, en donde el uno o mas segmentos génicos
humanos de inmunoglobulina incluyen un Unico segmento génico Vi humano, uno o mas segmentos génicos Dn
humanos y uno o mas segmentos génicos Ju humanos. En un aspecto, el uno o mas segmentos génicos humanos
de inmunoglobulina incluyen un segmento génico Vu1-69 humano, 27 segmentos génicos Du humanos y seis
segmentos génicos Ju humanos. En un aspecto, el uno o mas segmentos génicos humanos de inmunoglobulina
incluyen un segmento génico VH1-2 humano, 27 segmentos génicos Dy humanos y seis segmentos génicos Ju
humanos.

En un aspecto, se describe un ratéon modificado genéticamente, en donde el ratbn comprende un gen de cadena
ligera de inmunoglobulina funcionalmente silenciado, y ademas comprende un reemplazo de uno o mas segmentos
génicos enddégenos de region variable de cadena pesada de inmunoglobulina con un Unico segmento génico
humano de region variable de cadena pesada de inmunoglobulina, en donde el ratén carece de un locus ADAM6
enddégeno funcional, y en donde el ratdbn comprende una secuencia de nucledtidos ectdpica que expresa una
proteina ADAMG6 de raton o un ortélogo u homélogo o fragmento de la misma que es funcional en un ratén macho.

En un aspecto, se describe un ratén que carece de un locus o secuencia ADAM6 enddgena de raton funcional y que
comprende una secuencia de nucledtidos ectépica que codifica un locus ADAM6 de raton o fragmento funcional de
un locus o secuencia ADAM6 de raton, en donde el raton es capaz de aparearse con un raton del sexo opuesto para
producir una progenie que comprende el locus o secuencia ADAMG6 ectopica. En un aspecto, el raton es macho. En
un aspecto, el ratén es hembra.

En un aspecto, se describe un ratén modificado genéticamente, en donde el ratdén comprende un segmento génico
humano de region variable de cadena pesada de inmunoglobulina en un locus génico endégeno de region variable
de cadena pesada de inmunoglobulina de ratén, el ratén carece de una secuencia ADAM6 funcional enddgena en el
locus génico enddgeno de region variable de cadena pesada de inmunoglobulina de raton, y en donde el raton
comprende una secuencia de nucledtidos ectopica que expresa una proteina ADAM6 de ratén o un ortdlogo u
homadlogo o fragmento de la misma que es funcional en un ratén macho.

En un aspecto, la secuencia de nucleétidos ectopica que expresa la proteina ADAM6 de ratdn es extracromosoémica.
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En un aspecto, la secuencia de nucledtidos ectépica que expresa la proteina ADAMG6 de ratén esta integrada en uno
o mas loci en un genoma del ratén. En un aspecto especifico, uno o mas loci incluyen un locus de inmunoglobulina.

En un aspecto, se describe un raton que expresa una secuencia de cadena pesada de inmunoglobulina de un locus
endoégeno de cadena pesada de inmunoglobulina de raton modificado, en donde la cadena pesada procede de un
segmento génico V humano, un segmento génico D y un segmento génico J, en donde el raton comprende una
actividad ADAMG6 que es funcional en el raton.

En un aspecto, el ratdn comprende un Unico segmento génico V humano, una pluralidad de segmentos génicos D y
una pluralidad de segmentos génicos J. En un aspecto, los segmentos génicos D son segmentos génicos D
humanos. En un aspecto, los segmentos génicos J son segmentos génicos J humanos. En un aspecto, el ratén
comprende ademas una secuencia de region constante de cadena pesada humanizada, en donde la humanizacién
comprende un reemplazo de una secuencia seleccionada de una Cu1, bisagra, Cx2, Cn3, y una combinacion de las
mismas. En un aspecto especifico, la cadena pesada procede del segmento génico V humano, un segmento génico
D humano, un segmento génico J humano, una secuencia Cu1 humana, una secuencia bisagra humana o de ratén,
una secuencia Cn2 de ratén y una secuencia CH3 de raton. En otro aspecto especifico, el ratén comprende ademas
una secuencia de regién constante de cadena ligera humana.

En un aspecto, el ratébn comprende un gen ADAM6 que esta flanqueado en 5' y 3' por segmentos génicos
enddgenos de cadena pesada de inmunoglobulina. En un aspecto especifico, los segmentos génicos endégenos de
cadena pesada de inmunoglobulina son incapaces de codificar una cadena pesada de un anticuerpo. En un aspecto
especifico, el gen ADAMG6 del ratén estd en una posicion que es la misma que en un ratdn de tipo silvestre y los loci
génicos endogenos variables de cadena pesada de inmunoglobulina del ratéon son incapaces de reordenarse para
codificar una cadena pesada de un anticuerpo.

En un aspecto, el segmento génico V esta flanqueado en 5' (con respecto a la direccion transcripcional del segmento
génico V) por una secuencia que codifica una actividad ADAM6 que es funcional en el ratén.

En un aspecto, el segmento génico V esta flanqueado en 3' (con respecto a la direccion transcripcional del segmento
geénico V) por una secuencia que codifica una actividad ADAM6 que es funcional en el raton.

En un aspecto, el segmento génico D esta flanqueado en 5' (con respecto a la direccion transcripcional del segmento
génico D) por una secuencia que codifica una actividad ADAM6 que es funcional en el ratén.

En un aspecto, el segmento génico J esta flanqueado en 5' (con respecto a la direccién transcripcional del segmento
génico J) por una secuencia que codifica una actividad ADAM6 que es funcional en el raton.

En un aspecto, la actividad ADAM6 que es funcional en el ratén resulta de la expresién de una secuencia de
nucledtidos ubicada en 5' del segmento génico D mas en 5' y en 3' del Unico segmento génico V (con respecto a la
direccidon de transcripcion del segmento génico V) del locus endégeno de cadena pesada de inmunoglobulina de
raton modificado.

En un aspecto, la actividad ADAM6 que es funcional en el ratén resulta de la expresiéon de una secuencia de
nucleétidos ubicada en 5' del segmento génico J mas en 5'y en 3' del segmento génico J mas en 3' (con respecto a
la direccion de transcripcion del segmento génico D) del locus enddégeno de cadena pesada de inmunoglobulina de
raton modificado.

En un aspecto, la actividad ADAM6 que es funcional en el ratén resulta de la expresion de una secuencia de
nucleotidos ubicada en 5' del Unico segmento génico V humano (con respecto a la direcciéon de transcripcion del
segmento génico V) del locus enddgeno de cadena pesada de inmunoglobulina de ratén modificado.

En un aspecto, la secuencia de nucleétidos comprende una secuencia seleccionada de una secuencia ADAM6Eb de
raton o fragmento funcional de la misma, una secuencia ADAM6a de ratén o fragmento funcional de la misma, y una
combinacién de las mismas.

En un aspecto, la secuencia de nucleétidos posicionada cadena arriba (en 5') o cadena abajo (en 3') del Unico
segmento génico V humano se coloca en orientacion de transcripcion opuesta con respecto al segmento génico V
humano. En un aspecto especifico, la secuencia de nucledtidos codifica, de 5' a 3' con respecto a la direccién de
transcripcion de los genes ADAMSG, y la secuencia ADAM6a seguida de una secuencia ADAMG6Db.

En un aspecto, el raton comprende un unico segmento génico Vi humano yuxtapuesto o contiguo con una
secuencia ADAMG6 de raton o fragmento funcional de la misma.

En un aspecto, el ratdbn comprende un segmento génico V11-69 humano yuxtapuesto o contiguo con una secuencia
ADAM®G de raton o fragmento funcional de la misma.
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En un aspecto, el ratdon comprende un segmento génico Vx1-2 humano yuxtapuesto o contiguo con una secuencia
ADAMSG de ratén o fragmento funcional de la misma.

En un aspecto, el ratobn comprende un uUnico segmento génico Vi humano, y la secuencia ADAMG6 de ratén o
fragmento funcional de la misma esté yuxtapuesta o contigua con segmentos génicos endégenos de cadena pesada
de inmunoglobulina, en donde los segmentos génicos enddégenos de cadena pesada de inmunoglobulina son
incapaces de reordenarse para codificar una cadena pesada de un anticuerpo.

En un aspecto, la secuencia que codifica la actividad ADAMG6 que es funcional en el raton es una secuencia ADAM6
de ratén o fragmento funcional de la misma.

En un aspecto, se describe un ratén que comprende una secuencia de acido nucleico que codifica un ADAM6 de
raton (u homdlogo u ortélogo o fragmento funcional del mismo) en una célula portadora de ADN de linaje de
linfocitos B no reordenados, pero no comprende la secuencia de acido nucleico que codifica el ADAM6 de ratén (u
homdlogo u ortélogo o fragmento funcional del mismo) en un linfocito B que comprende loci de inmunoglobulina
reordenados, en donde la secuencia de acido nucleico que codifica el ADAM6 de ratéon (u homdélogo u ortélogo o
fragmento funcional del mismo) ocurre en el genoma en una posicidon que es diferente de una posicidon en la que
aparece un gen ADAMS6 de ratén en un raton de tipo silvestre. En un aspecto, la secuencia de acido nucleico que
codifica el ADAM6 de ratén (u homologo u ortélogo o fragmento funcional del mismo) esta presente en todas o
sustancialmente todas las células portadoras de ADN que no son de linaje de linfocitos B reordenados; en un
aspecto, la secuencia de &cido nucleico esta presente en las células de la linea germinal de ratén, pero no en un
cromosoma de un linfocito B reordenado.

En un aspecto, se describe un ratén que comprende una secuencia de acido nucleico que codifica un ADAM6 de
ratén (u homodlogo u ortélogo o fragmento funcional del mismo) en todas o sustancialmente todas las células
portadoras de ADN, incluyendo linfocitos B que comprenden loci de inmunoglobulina reordenados, en donde la
secuencia de acido nucleico que codifica el ADAM6 de raton (u homdlogo u ortélogo o fragmento funcional del
mismo) ocurre en el genoma en una posicion que es diferente de una posicion en la que aparece un gen ADAM6 de
raton en un ratén de tipo silvestre. En un aspecto, la secuencia de acido nucleico que codifica el ADAM6 de raton (u
homdlogo u ortélogo o fragmento funcional del mismo) estd en un acido nucleico que es contiguo al locus de
inmunoglobulina reordenado. En un aspecto, el acido nucleico, que es contiguo al locus reordenado de
inmunoglobulina, esta un cromosoma. En un aspecto, el cromosoma es un cromosoma que se encuentra en un raton
de tipo silvestre y el cromosoma comprende una modificacién de un locus de inmunoglobulina de raton.

En un aspecto, se describe un ratén modificado genéticamente, en donde el ratén comprende un linfocito B que
comprende en su genoma una secuencia ADAMG6 u ortélogo u homdlogo de la misma. En un aspecto, la secuencia
ADAMBG u ortdlogo u homélogo de la misma esta en un locus de cadena pesada de inmunoglobulina. En un aspecto
especifico, el locus de cadena pesada comprende segmentos génicos enddgenos de cadena pesada de
inmunoglobulina que son incapaces de reordenarse para codificar la cadena pesada de un anticuerpo. En un
aspecto, la secuencia ADAMG6 u ortdlogo u homélogo de la misma esta en un locus que no es de un locus de
inmunoglobulina. En un aspecto, la secuencia ADAM6 esta en un transgen conducido por un promotor heterdlogo.
En un aspecto especifico, el promotor heterélogo es un promotor no de inmunoglobulina. En un aspecto especifico,
el linfocito B expresa una proteina ADAM6 u ortélogo u homélogo de la misma.

En un aspecto, un 90 % o mas de los linfocitos B del ratdn comprenden un gen que codifica una proteina ADAM6 o
un ortélogo de la misma o un homdlogo de la misma o un fragmento de la misma que es funcional en el ratén. En un
aspecto especifico, el ratdon es un ratén macho.

En un aspecto, el genoma del linfocito B comprende un primer alelo y un segundo alelo que comprende la secuencia
ADAMBG u ortélogo u homélogo de la misma. En un aspecto, el genoma del linfocito B comprende un primer alelo
pero no un segundo alelo que comprende la secuencia ADAMS6 u ortélogo u homadlogo de la misma.

En un aspecto, se describe un ratén que comprende una modificacién en uno o mas alelos endégenos de cadena
pesada de inmunoglobulina, en donde la modificacion mantiene uno o mas alelos ADAM6 enddgenos.

En un aspecto, la modificacion hace que el ratén sea incapaz de expresar una cadena pesada funcional que
comprende segmentos génicos enddgenos de cadena pesada reordenados de al menos un alelo de cadena pesada
y mantiene un alelo ADAM6 enddgeno ubicado dentro del al menos un alelo endégeno de cadena pesada de
inmunoglobulina.

En un aspecto, los ratones son incapaces de expresar una cadena pesada funcional que comprende segmentos
geénicos endogenos de cadena pesada reordenados de al menos uno de los alelos endégenos de cadena pesada de
inmunoglobulina, y los ratones expresan una proteina ADAM6 de un alelo ADAM6 enddgeno. En un aspecto
especifico, los ratones son incapaces de expresar una cadena pesada funcional que comprende segmentos génicos
endogenos de cadena pesada reordenados de dos alelos endégenos de cadena pesada de inmunoglobulina, y los
ratones expresan una proteina ADAMG6 de uno o mas alelos ADAM6 enddgenos.
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En un aspecto, los ratones son incapaces de expresar una cadena pesada funcional de cada alelo endégeno de
cadena pesada, y los ratones comprenden un alelo ADAMG6 funcional ubicado dentro de 1, 2, 3, 4, 5, 10, 20, 30, 40,
50, 60, 70, 80, 90, 100, 110 o 120 o mas Mpb cadena arriba (con respecto a la direccion de transcripcion del locus
de cadena pesada de ratén) de una secuencia de regiéon constante de cadena pesada de inmunoglobulina de ratén.
En un aspecto especifico, el alelo ADAM6 funcional estd en el locus enddgeno de cadena pesada de
inmunoglobulina (por ejemplo, en una regidon V-D intergénica, entre dos segmentos génicos V, entre un segmento
génico V y uno D, entre un segmento génico D y uno J, etc.). En un aspecto especifico, el alelo ADAM6 funcional se
ubica dentro de una secuencia intergénica de 90 a 100 kb entre el segmento génico V final de ratén y el primer
segmento génico D de raton.

En un aspecto, se describe un raton que comprende una modificaciéon en uno o mas alelos ADAM6 enddgenos.

En un aspecto, la modificacion hace que el ratén sea incapaz de expresar una proteina ADAM6 funcional de al
menos uno de los uno o mas alelos ADAM6 enddgenos. En un aspecto especifico, el ratéon es incapaz de expresar
una proteina ADAMG6 funcional de cada uno de los alelos ADAM6 enddgenos.

En un aspecto, los ratones son incapaces de expresar una proteina ADAM6 funcional de cada alelo ADAM6
enddgeno, y los ratones comprenden una secuencia ADAMG6 ectopica.

En un aspecto, los ratones son incapaces de expresar una proteina ADAM6 funcional de cada alelo ADAM6
endogeno, y los ratones comprenden una secuencia ADAM6 ectépica ubicada dentro de 1, 2, 3, 4, 5, 10, 20, 30, 40,
50, 60, 70, 80, 90, 100, 110 o 120 o mas kb cadena arriba (con respecto a la direccion de transcripcion del locus de
cadena pesada de ratén) de una secuencia de region constante de cadena pesada de inmunoglobulina de ratén. En
un aspecto especifico, la secuencia ADAMG6 ectdpica estd en el locus enddégeno de cadena pesada de
inmunoglobulina (por ejemplo, en una regién V-D intergénica, entre dos segmentos génicos V, entre un segmento
génico V y uno D, entre un segmento génico D y uno J, etc.). En un aspecto especifico, la secuencia ADAM6
ectopica se ubica dentro de una secuencia intergénica de 90 a 100 kb entre el segmento génico V final de ratén y el
primer segmento génico D de ratdn. En otro aspecto especifico, se elimina la secuencia V-D intergénica endégena
de 90 a 100 kb, y la secuencia ADAM6 ectodpica se coloca entre un Unico segmento génico V humano y un primer
segmento génico D humano. En otro aspecto especifico, se elimina la secuencia V-D intergénica enddégena de 90 a
100 kb, y la secuencia ADAM®G ectopica se coloca en 5' o cadena arriba del Unico segmento génico V humano.

En un aspecto, se describe un ratén macho infértil, en donde el ratdbn comprende una eliminaciéon de dos o mas
alelos ADAM6 enddgenos. En un aspecto, se describe un ratén hembra que es portador de un rasgo de infertilidad
masculina, en donde el ratén hembra comprende en su linea germinal un alelo ADAM6 no funcional o genes
inactivados de un alelo ADAM6 enddgeno.

En un aspecto, se describe un ratén que comprende un segmento génico endégeno V, D y/o J de cadena pesada de
inmunoglobulina que es incapaz de reordenarse para codificar una cadena pesada de un anticuerpo, en donde la
mayoria de los linfocitos B del ratén comprenden un gen ADAM®6 funcional.

En un aspecto, el raton comprende segmentos génicos endégenos intactos V, D y J de cadena pesada de
inmunoglobulina que son incapaces de reordenarse para codificar una cadena pesada funcional de un anticuerpo.
En un aspecto, el ratdn comprende al menos uno y hasta 89 segmentos génicos V, al menos uno y hasta 13
segmentos génicos D, al menos uno y hasta cuatro segmentos génicos J, y una combinacion de los mismos; en
donde el al menos uno y hasta 89 segmentos génicos V, al menos uno y hasta 13 segmentos génicos D, al menos
uno y hasta cuatro segmentos génicos J son incapaces de reordenarse para codificar una region variable de cadena
pesada de un anticuerpo. En un aspecto especifico, el ratén comprende un gen ADAMG6 funcional ubicado dentro de
los segmentos génicos enddgenos V, D y J de cadena pesada de inmunoglobulina intacta. En un aspecto, el ratén
comprende un locus enddégeno de cadena pesada que incluye un locus ADAM6 enddgeno, en donde el locus
enddgeno de cadena pesada comprende 89 segmentos génicos V, 13 segmentos génicos D y cuatro segmentos
génicos J, en donde los segmentos génicos endégenos de cadena pesada son incapaces de reordenarse para
codificar una region variable de cadena pesada de un anticuerpo y el locus ADAM6 codifica una proteina ADAM6
que es funcional en el raton.

En un aspecto, se describe un raton que carece de un segmento génico V, D y J enddégeno de cadena pesada de
inmunoglobulina, en donde la mayoria de los linfocitos B del ratén comprenden una secuencia ADAM6 u ortélogo u
homadlogo de la misma.

En un aspecto, el raton carece de segmentos génicos enddégenos de cadena pesada de inmunoglobulina
seleccionados de dos o mas segmentos génicos V, dos o mas segmentos génicos D, dos o mas segmentos génicos
J y una combinacién de los mismos. En un aspecto, el raton carece de segmentos génicos de cadena pesada de
inmunoglobulina seleccionados de al menos uno y hasta 89 segmentos génicos V, al menos uno y hasta 13
segmentos génicos D, al menos uno y hasta cuatro segmentos génicos J, y una combinacién de los mismos. En un
aspecto, el raton carece de un fragmento de ADN gendmico del cromosoma 12 que comprende aproximadamente
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tres megabases del locus endégeno de cadena pesada de inmunoglobulina. En un aspecto especifico, el raton
carece de todos los segmentos génicos enddgenos V, D y J de cadena pesada funcionales. En un aspecto
especifico, el raton carece de 89 segmentos génicos Vw, 13 segmentos génicos Dn y cuatro segmentos génicos J.

En un aspecto, se describe un ratén, en donde el ratén tiene un genoma en la linea germinal que comprende una
modificacién de un locus de cadena pesada de inmunoglobulina, en donde la modificaciéon del locus de cadena
pesada de inmunoglobulina comprende el reemplazo de una o mas secuencias de regidon variable de
inmunoglobulina de ratén con una secuencia de regién variable de inmunoglobulina no de ratén, y en donde el ratén
comprende una secuencia de acido nucleico que codifica una proteina ADAMG6 de ratén. En un aspecto preferido, las
secuencias Du y Ju y al menos 3, al menos 10, al menos 20, al menos 40, al menos 60, o al menos 80 secuencias
VH del locus endégeno de cadena pesada de inmunoglobulina se reemplazan por secuencias de cadena pesada de
inmunoglobulina no de ratén. En otro aspecto preferido, las secuencias Du, JH y todas las V4 del locus enddgeno de
cadena pesada de inmunoglobulina se reemplazan por un unico segmento génico V de inmunoglobulina no de ratén,
uno 0 méas segmentos génicos D y una o mas secuencias del segmento génico J. Las secuencias de
inmunoglobulina no de ratén pueden no reordenarse. En un aspecto preferido, las secuencias de inmunoglobulina no
de raton comprenden regiones Du y Ju no reordenadas completas y una Unica secuencia Vu no reordenada de las
especies no de raton. En otro aspecto preferido, las secuencias de inmunoglobulina no de ratén son capaces de
formar una region variable completa, es decir, una regién variable reordenada que contiene segmentos Vu, Dn y Ju
unidos para formar una secuencia que codifica una region variable de cadena pesada, de especies no de ratdn. Las
especies no de ratéon pueden ser Homo sapiens y las secuencias de inmunoglobulina no de ratén pueden ser
secuencias humanas.

En un aspecto, se describe un locus de cadena pesada de inmunoglobulina que comprende un Unico segmento V
humano funcional. En un aspecto, el Unico segmento V humano funcional se selecciona de un segmento Vu1-2, Vu1-
3, Vu1-8, Vu1-18, Vu1-24, Vu1-45, Vu1-46, Vu1-58, Vu1-69, Vu2-5, Vu2-26, Vu2-70, Vu3-7, Vu3-9, Vu3-11, Vu3-13,
Vu3-15, Vu3-16, Vu3-20, Vu3-21, Vu3-23, Vu3-30, Vu3-30-3, Vu3-30-5, Vu3-33, Vu3-35, Vu3-38, Vn3-43, Vu3-48,
Vu3-49, Vu3-53, Vu3-64, Vu3-66, Vu3-72, Vu3-73, Vu3-74, Vud-4, Vu44-28, Vu4-30-1, Vu4-30-2, Vu4-30-4, Vud-31,
Vh4-34, Vu4-39, Vud-59, Vud-61, Vub-51, Vub-1, Vu7-4-1, y Vu7-81. En un aspecto, el Unico segmento V humano
funcional es un segmento VH1-69; en un aspecto especifico, el Unico segmento V humano funcional esté presente en
1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12 o 13 formas polimérficas encontradas en la poblacién humana. En un aspecto, el
unico segmento V humano funcional es un segmento Vu1-2; en un aspecto especifico, el unico segmento V humano
funcional esta presente en 1, 2, 3, 4, o 5 formas polimorficas encontradas en la poblaciéon humana.

En un aspecto, el locus de cadena pesada de inmunoglobulina es un locus modificado de un animal no humano. En
un aspecto, el locus de cadena pesada de inmunoglobulina no humana modificado esta presente en el animal no
humano en una posicion en el genoma en la que el locus no humano no modificado correspondiente se encuentra en
el animal no humano de tipo silvestre. En un aspecto, el locus modificado de cadena pesada de inmunoglobulina no
humana esta presente en un transgén en un animal no humano.

En un aspecto, el unico segmento génico V humano funcional es un segmento génico Vu1-69. En un aspecto, el
segmento génico Vu1-69 comprende la SEQ ID NO: 37. En un aspecto, el segmento génico Vu1-69 procede de la
SEQ ID NO: 37. En un aspecto, el segmento génico V11-69 es al menos un 80 %, al menos un 85 %, al menos un
90 %, al menos un 95 %, o al menos un 98 % idéntico a la SEQ ID NO: 37.

En un aspecto, el unico segmento génico V humano funcional esta codificado por la secuencia de nucleétidos de la
SEQ ID NO: 37.

En un aspecto, el unico segmento génico V humano funcional es un segmento génico Vu1-2. En un aspecto, el
segmento génico Vu1-2 comprende la SEQ ID NO: 63. En un aspecto, el segmento génico Vu1-2 procede de la SEQ
ID NO: 63. En un aspecto, el segmento génico Vn1-2 es al menos un 80 %, al menos un 85 %, al menos un 90 %, al
menos un 95 %, o al menos un 98 % idéntico a la SEQ ID NO: 63.

En un aspecto, el Unico segmento génico V humano funcional esta codificado por una secuencia de nucleétidos que
comprende la SEQ ID NO: 63.

En un aspecto, el tnico segmento V humano funcional esta unido operativamente a uno o mas segmentos D y uno o
mas segmentos J, 0 uno o mas segmentos J. En un aspecto, el segmento V y uno o mas segmentos D y/o J estan
unidos operativamente a una secuencia de regiéon constante de cadena pesada de inmunoglobulina. En un aspecto,
la secuencia de la regidn constante de cadena pesada de inmunoglobulina se selecciona de una secuencia Cx1, una
bisagra, una Cn2, una Ch3 y una combinacién de las mismas. En un aspecto, la Cn1, bisagra, Cn2, Ch3, o0 una
combinacién de las mismas son cada una secuencias constantes endégenas no humanas. En un aspecto, al menos
una de la Cu1, bisagra, Cu2, Cn3, o combinacion de las mismas es una secuencia humana. En un aspecto
especifico, la Cn1 y/o la bisagra son secuencias humanas.

En un aspecto, se describe un locus endégeno de cadena pesada de inmunoglobulina no humano modificado, que
comprende un reemplazo de todos los segmentos V funcionales con un Unico segmento V humano, en donde el
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locus de cadena pesada de inmunoglobulina no humano es incapaz de reordenarse para formar un gen variable de
cadena pesada que procede de un segmento V que no es el unico segmento V humano.

En un aspecto, el unico segmento V humano es Vn11-69. En un aspecto, el unico segmento V humano es Vu1-2.

En un aspecto, el locus comprende al menos un segmento Dy humano o no humano, y un segmento Ju humano o
no humano. En un aspecto especifico, el locus comprende un segmento Dy humano y un segmento Ju humano. En
un aspecto especifico, el locus comprende un segmento Ju humano. En otro aspecto especifico, el locus comprende
un Vu1-69 humano, todos los segmentos Du humanos funcionales y todos los segmentos Ji humanos funcionales.
En un aspecto, los segmentos V, D y J humanos (o segmentos V y J) estan unidos operativamente a un gen de
region constante de raton en un locus endégeno de cadena pesada de raton. En un aspecto especifico, el locus de
cadena pesada de ratdn comprende un repertorio de tipo silvestre de secuencias de region constante de
inmunoglobulina de raton.

En un aspecto, se describe un animal no humano modificado genéticamente, en donde el Unico segmento génico V
de cadena pesada de inmunoglobulina funcional del animal no humano se selecciona de un segmento Vu1-2, Vu1-3,
Vu1-8, Vu1-18, Vu1-24, Vu1-45, Vu1-46, Vu1-58, VH1-69, VH2-5, VH2-26, VH2-70, Vu3-7, VH3-9, Vu3-11, Vu3-13, Vu3-
15, Vu3-16, Vu3-20, Vu3-21, Vu3-23, Vu3-30, Vh3-30-3, Vu3-30-5, Vu3-33, Vu3-35, Vh3-38, Vh3-43, Vi3-48, Vu3-49,
Vu3-53, Vu3-64, Vu3-66, Vu3-72, Vu3-73, Vu3-74, Vu4-4, Vu4-28, Vu4-30-1, Vu4-30-2, Vu4-30-4, Vud-31, Vu4-34,
Vh4-39, Vu4-59, Vu4-61, Vub5-51, Vu6-1, Vu7-4-1, y VH7-81 humano. En un aspecto, el segmento génico V de cadena
pesada es un segmento génico Vu1-69 humano. En un aspecto, el segmento génico V de cadena pesada es un
segmento génico Vx1-2 humano.

En un aspecto, se describe un animal no humano modificado genéticamente, en donde el animal no humano
comprende un unico segmento Vy humano funcional, y en donde el animal no humano es sustancialmente incapaz
de formar un gen de dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina reordenado que carece del Unico
segmento Vx4 humano funcional.

En un aspecto, se describe un animal no humano modificado genéticamente, en donde la Unica regién variable de
cadena pesada de inmunoglobulina expresada en el animal no humano procede de uno de un segmento humano
seleccionado de un segmento génico Vu1-2, Vu1-3, Vu1-8, Vu1-18, Vu1-24, Vu1-45, Vy1-46, Vu1-58, Vu1-69, Vu2-5,
VH2-26, VH2-70, Vu3-7, VH3-9, Vu3-11, Vu3-13, Vu3-15, Vu3-16, Vu3-20, Vu3-21, Vu3-23, Vr3-30, Vu3-30-3, Vu3-30-
5, Vu3-33, Vu3-35, Vu3-38, Vu3-43, Vu3-48, Vu3-49, Vu3-53, Vu3-64, Vu3-66, VH3-72, Vu3-73, Vu3-74, Vr4-4, VHi-
28, Vu4-30-1, Vu4-30-2, Vu4-30-4, Vu4-31, Vud-34, Vu4-39, Vu4-59, Vud-61, Vub-51, VH6-1, Vu7-4-1, y Vn7-81
humano. En un aspecto, el segmento humano es un segmento Vu1-69. En un aspecto, el segmento humano es un
segmento VH1-2. En un aspecto, la Unica region variable de cadena pesada de inmunoglobulina expresada por el
raton procede de un Unico miembro de la familia del segmento V y, en un aspecto, la Unica regién variable de
cadena pesada de inmunoglobulina procede de una variante polimérfica del Unico miembro de la familia del
segmento V.

En un aspecto, se describe un animal no humano que comprende un repertorio de segmentos génicos V de cadena
pesada de inmunoglobulina restringido, en donde el animal no humano ademas comprende uno o mas segmentos
variables de cadena ligera k de inmunoglobulina humanos (Vk). En un aspecto, el uno o mas segmentos Vk estan
unidos operativamente a uno o mas segmentos J humanos. En un aspecto especifico, los segmentos J son
segmentos Jk humanos. En otro aspecto especifico, el animal no humano no expresa una cadena ligera A de
inmunoglobulina. En otro aspecto especifico, el animal no humano no comprende un locus humano funcional o
endogeno funcional variable de cadena ligera A de inmunoglobulina.

En un aspecto, el animal no humano es un ratén.

En un aspecto, el animal no humano comprende un reemplazo en el locus endégeno Vk de inmunoglobulina no
humano de todos o sustancialmente todos los segmentos enddégenos Vk funcionales con uno o mas segmentos Vk
humanos funcionales. En un aspecto especifico adicional, el reemplazo es con todos o sustancialmente todos los
segmentos Vk humanos funcionales de inmunoglobulina.

En un aspecto, el animal no humano comprende un reemplazo en el locus endégeno Jk de inmunoglobulina no
humano de todos o sustancialmente todos los segmentos endégenos Jk humanos de inmunoglobulina con uno o
mas segmentos Jk humanos funcionales de inmunoglobulina. En un aspecto especifico adicional, el reemplazo es
con todos o sustancialmente todos los segmentos Jk humanos funcionales de inmunoglobulina.

En un aspecto especifico, el animal no humano comprende un locus de regién variable de cadena pesada de
inmunoglobulina que comprende un repertorio de segmentos V que consiste esencialmente en un unico segmento V
y/o variantes polimoérficas del mismo. En un aspecto, el Unico segmento V de cadena pesada de inmunoglobulina es
un segmento Vu1-69 humano, y el animal no humano comprende ademas un reemplazo de todos los segmentos Dn
no humanos funcionales con todos los segmentos Dy humanos funcionales, y ademas comprende un reemplazo de
todos los segmentos Ju no humanos funcionales con todos los segmentos J4 humanos funcionales, y en donde el
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locus de region variable de cadena pesada de inmunoglobulina esta unido operativamente a una secuencia génica
de regién constante humana o no humana. En un aspecto especifico, la secuencia génica de regién constante es
una secuencia génica de regidon constante no humana endégena. En un aspecto especifico, el animal no humano
reordena segmentos en el locus de cadena pesada de inmunoglobulina no humano para formar un gen que codifica
la region variable de cadena pesada que comprende una secuencia Vu1-69 humana, una secuencia Dy humana,
una secuencia Ju de ratdn y una secuencia de region constante de raton.

En un aspecto especifico, el animal no humano comprende un locus de regién variable de cadena pesada de
inmunoglobulina que comprende un repertorio de segmentos V que consiste esencialmente en un Unico segmento V
y/o variantes polimoérficas del mismo. En un aspecto, el Unico segmento V de cadena pesada de inmunoglobulina es
un segmento Vu1-2 humano, y el animal no humano comprende ademas un reemplazo de todos los segmentos Dn
no humanos funcionales con todos los segmentos Dnu humanos funcionales, y ademas comprende un reemplazo de
todos los segmentos Ju no humanos funcionales con todos los segmentos J4 humanos funcionales, y en donde el
locus de region variable de cadena pesada de inmunoglobulina esta unido operativamente a una secuencia génica
de regién constante humana o no humana. En un aspecto especifico, la secuencia génica de region constante es
una secuencia génica de region constante no humana endégena. En un aspecto especifico, el animal no humano
reordena segmentos en el locus de cadena pesada de inmunoglobulina no humano para formar un gen que codifica
la region variable de cadena pesada que comprende una secuencia Vi1-2 humana, una secuencia Dy humana, una
secuencia Ju de raton y una secuencia de region constante de raton.

En un aspecto, se describe un linfocito B que comprende el gen reordenado. En un aspecto especifico, el linfocito B
es de un ratén como se describe que se ha inmunizado con un antigeno de interés, y el linfocito B codifica un
anticuerpo que se une especificamente al antigeno de interés. En un aspecto, el antigeno de interés es un patégeno.
En un aspecto especifico, el patdgeno se selecciona de un virus de la gripe, un virus de hepatitis (por ejemplo, virus
de hepatitis B o hepatitis C) y un virus de inmunodeficiencia humana. En un aspecto especifico, el linfocito B codifica
un anticuerpo de alta afinidad mutado de manera somatica (por ejemplo, aproximadamente 10 Kp o inferior) que
comprende una region variable de cadena ligera humana (por ejemplo, una region variable de cadena ligera k
humana) que se une especificamente al antigeno de interés.

En un aspecto, se describe un animal no humano que comprende un repertorio de segmentos V de cadena pesada
de inmunoglobulina restringido, en donde el animal no humano comprende uno o mas segmentos variables de
cadena ligera A (VA) humanos. En un aspecto, el uno o mas segmentos VA humanos estan unidos operativamente a
uno o mas segmentos J humanos. En un aspecto especifico, los segmentos J son segmentos JA humanos. En otro
aspecto especifico, el animal no humano no expresa una cadena ligera k. En otro aspecto especifico, el animal no
humano no comprende un locus humano o no humano funcional variable de cadena ligera k.

En un aspecto, el animal no humano comprende un reemplazo de todos o sustancialmente todos los segmentos VA
no humanos funcionales de inmunoglobulina con uno o mas segmentos VA humanos funcionales de
inmunoglobulina. En un aspecto especifico adicional, el reemplazo es con todos o sustancialmente todos los
segmentos VA humanos funcionales de inmunoglobulina.

En un aspecto, el animal no humano comprende un reemplazo de todos o sustancialmente todos los segmentos JA
no humanos funcionales de inmunoglobulina con uno o mas segmentos JA humanos funcionales de
inmunoglobulina. En un aspecto especifico adicional, el reemplazo es con todos o sustancialmente todos los
segmentos JA humanos funcionales de inmunoglobulina.

En un aspecto especifico, el animal no humano comprende un locus de regién variable de cadena pesada (Vu) de
inmunoglobulina que comprende solo un Unico segmento Vx, en donde el unico segmento Vi es un segmento Vi1 -
69 humano o un segmento VH1-2 humano, y comprende ademas un reemplazo de todos los segmentos Du no
humanos funcionales con todos los segmentos Dn humanos funcionales, y ademas comprende un reemplazo de
todos los segmentos Ju no humanos funcionales con todos los segmentos J4 humanos funcionales, y en donde el
locus de region Vu estd unido operativamente a una secuencia génica de region constante humana o no humana. En
un aspecto especifico, la secuencia génica de region constante es una secuencia génica de region constante no
humana, por ejemplo, una secuencia génica constante no humana endégena. En un aspecto especifico, el animal no
humano reordena segmentos en el locus de cadena pesada de inmunoglobulina no humano para formar un gen que
codifica una region variable de cadena pesada de inmunoglobulina que comprende una secuencia Vu1-69 humana
(o una secuencia Vu1-2 humana), una secuencia Dy humana, una secuencia J4 humana y una secuencia endégena
de regioén constante humana.

En un aspecto, se describe un linfocito B que comprende el gen reordenado. En un aspecto especifico, el linfocito B
es de un animal no humano como se describe que se ha inmunizado con un antigeno de interés, y el linfocito B
codifica un anticuerpo que se une especificamente al antigeno de interés. En un aspecto, el antigeno es una
proteina humana seleccionada de un ligando, un receptor de superficie celular y una proteina intracelular. En un
aspecto, el antigeno de interés es un patégeno. En un aspecto especifico, el patdégeno se selecciona de un virus de
la gripe, un virus de hepatitis (por ejemplo, virus de hepatitis B o hepatitis C) y un virus de inmunodeficiencia
humana. En un aspecto especifico, el linfocito B codifica un anticuerpo de alta afinidad mutado de manera somatica
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(por ejemplo, aproximadamente 10 Kp o inferior) que comprende una region variable de cadena ligera humana (por
ejemplo, una regioén variable de cadena ligera A humana) que se une especificamente al antigeno de interés.

En un aspecto, se describe un animal no humano que comprende un repertorio de segmentos V de cadena pesada
de inmunoglobulina restringido, en donde el animal no humano comprende un segmento Vu1-69 humano (o un
segmento Vu1-2 humano) en un transgen, en donde el segmento Vu1-69 humano esta unido operativamente en el
transgen a un segmento Dy humano o no humano, y/o un segmento J humano o no humano, y el transgen
comprende ademas un gen de regiéon constante humano o no humano, o una regién constante quimera humana/no
humana (por ejemplo, una Cu1, bisagra, CH2, Cu3 o una combinacion de las mismas en donde al menos una
secuencia es no humana, por ejemplo, seleccionada de bisagra, CH2 y Cn3 y/o bisagra). En un aspecto, el animal no
humano es un ratén o rata y el gen no humano D, J y/o region constante es un gen de ratén o rata o quimera
humano/raton o rata.

En un aspecto, el animal no humano comprende un transgen que comprende un locus de region variable de cadena
ligera de inmunoglobulina que comprende uno o mas segmentos VA y segmentos JA humanos de inmunoglobulina, o
uno o mas segmentos VK y segmentos Jk humanos de inmunoglobulina, y un gen humano de region constante de
cadena ligera k o A de inmunoglobulina, de modo que el transgen se reorganice en el animal no humano para formar
un gen reordenado de cadena ligera K o A de la inmunoglobulina.

En un aspecto especifico, el animal no humano comprende un transgen que tiene un locus variable de cadena
pesada de inmunoglobulina que comprende un unico segmento V que es un segmento V{1-69 humano (o un
segmento Vu1-2 humano), uno o mas segmentos D humanos, uno o mas segmentos J humanos, y un gen constante
humano unido operativamente al locus variable de cadena pesada, de modo que el raton expresa a partir del
transgén un anticuerpo completamente humano procedente del segmento Vu1-69 (o el segmento Vu1-2). En un
aspecto, el animal no humano no comprende un locus enddgeno funcional de region variable de cadena pesada de
inmunoglobulina. En un aspecto especifico, el animal no humano comprende un locus endégeno no funcional de
regiéon variable de cadena pesada de inmunoglobulina que comprende una eliminacion de un segmento endégeno
Dn no humano y/o endégeno Ju no humano, de modo que el animal no humano es incapaz de reordenar el locus
endoégeno de region variable de cadena pesada de inmunoglobulina para formar un gen de anticuerpo no humano
reordenado. En un aspecto especifico, el animal no humano comprende una eliminacién de una secuencia de
cambio unida operativamente a una region constante enddgena de cadena pesada de raton. En un aspecto
especifico, la secuencia de cambio es una y secuencia de cambio no humana (por ejemplo, de ratén). En otro
aspecto, el animal no humano comprende ademas una carencia de un locus endégeno funcional variable de cadena
ligera seleccionado de un locus k de inmunoglobulina y un locus A de inmunoglobulina. En un aspecto especifico, el
animal no humano comprende una eliminacién de una secuencia Jk y/o JA, de modo que el animal no humano es
incapaz de reordenar una cadena ligera k de inmunoglobulina no humana endégena y/o region variable de cadena
ligera A de inmunoglobulina no humana endégena para formar una cadena ligera k de inmunoglobulina endégena no
humana reordenada y/o un gen endégeno no humano reordenado de cadena ligera A de inmunoglobulina.

En un aspecto, el animal no humano comprende una eliminaciéon de una secuencia endégena no humana de cadena
ligera k de inmunoglobulina que da como resultado una inactivacién funcional de cadena ligera k de inmunoglobulina
no humana enddégena. En un aspecto, el animal no humano comprende una eliminacién de una secuencia endégena
no humana de cadena ligera A de inmunoglobulina que da como resultado una inactivacion funcional de cadena
ligera A de inmunoglobulina no humana endégena.

En un aspecto, se describe un roedor que comprende un repertorio variable de cadena pesada de inmunoglobulina
procedente de no mas de un segmento Vi humano o uno o mas polimorfos del mismo, de un segmento D
seleccionado de un repertorio de uno o mas segmentos D, y de un segmento J seleccionado de un repertorio de uno
0 mas segmentos J; en donde el roedor comprende una ADAMG6 ectdpica u ortélogo u homologo o un fragmento de
la misma que es funcional en un roedor macho.

En un aspecto, el segmento Vi humano esta presente en 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 o 10 o mas variantes polimoérficas,
en donde cada variante polimérfica estd unida operativamente a un segmento D y/o J tal que cada variante
polimérfica es capaz de reordenar y formar un dominio variable de cadena pesada reordenado con cualquiera de los
uno o mas segmentos D y cualquiera de los uno o mas segmentos J. En un aspecto, un roedor es un ratén o una
rata. En un aspecto, el repertorio de segmentos D comprende dos o mas segmentos D. En un aspecto, el repertorio
de segmentos J comprende dos o mas segmentos J. En un aspecto, los segmentos D y/o J son segmentos
humanos. En un aspecto, la secuencia ADAMG6 ectépica es una secuencia ADAM6 de un roedor de tipo silvestre de
la misma especie. En un aspecto, un roedor es un ratén o una rata. En un aspecto, la secuencia ADAMG6 ectdpica u
ortélogo u homadlogo o fragmento de la misma que es funcional en el roedor macho esta en el mismo cromosoma
que el repertorio variable de cadena pesada de inmunoglobulina modificado; en un aspecto, esta en un cromosoma
diferente.

En un aspecto, se describe una construcciéon de nucleétidos que comprende una secuencia que codifica un Unico

segmento V4 humano de cadena pesada de inmunoglobulina y/o variantes polimorficas de la misma y una o mas Dx
y una o mas secuencias J, en donde la construccion comprende al menos un brazo de homologia homélogo a un
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locus no humano variable de cadena pesada de inmunoglobulina, o un sitio de reconocimiento de recombinasa (por
ejemplo, un sitio lox). En un aspecto, el segmento V es un segmento Vx11-69 o un segmento Vx1-2.

En un aspecto, se describe una construccion de nucleétidos, que comprende una secuencia de nucledtidos que
codifica un Unico segmento V humano de cadena pesada de inmunoglobulina, en donde el Unico segmento V4 es un
segmento Vu1-69 (0 VH1-2). En un aspecto, la construccién comprende un sitio de reconocimiento de recombinasa
especifico del sitio. En un aspecto, la construccion comprende un primer brazo de homologia de ratéon cadena arriba
del segmento V11-69 (0 Vu1-2) y un segundo brazo de homologia de ratdon cadena abajo del segmento Vn1-69 (o
VH1-2), y en donde el primer brazo de homologia de ratéon es homdlogo a una regiéon de un cromosoma de raton
inmediatamente cadena arriba de una region variable de cadena pesada de inmunoglobulina de ratén pero sin incluir
un segmento funcional variable de cadena pesada de inmunoglobulina de ratén. En un aspecto, la construccion
comprende la SEQ ID NO: 6. En un aspecto, la construccién comprende la SEQ ID NO: 74. En un aspecto, la
construccién comprende la SEQ ID NO: 75. En un aspecto, la construccion comprende la SEQ ID NO: 76.

En un aspecto, el unico segmento V4 restringido esta en un animal no humano, o el segmento V4 restringido esta en
un locus no humano de cadena pesada de inmunoglobulina (por ejemplo, in situ o en un transgen), y el animal no
humano o locus no humano de cadena pesada de inmunoglobulina se selecciona de un animal o locus de ratén,
rata, conejo, cerdo, bovino (por ejemplo, vaca, toro, bufalo), ciervo, oveja, cabra, pollo, gato, perro, hurén, primate
(por ejemplo, titi 0 macaco de la India). En un aspecto especifico, el animal no humano o locus es un locus de ratén
o rata.

En un aspecto, se describe un vector de direccionamiento, que comprende (a) una secuencia de nucleétidos que es
idéntica o sustancialmente idéntica a una secuencia de nucleétidos del segmento génico humano de regién variable;
y, (b) una secuencia de nucleétidos que codifica un ADAM6 de ratdn u ortélogo u homélogo o fragmento del mismo
que es funcional en un ratén.

En un aspecto, el vector de direccionamiento comprende ademas un promotor unido operativamente a la secuencia
que codifica el ADAMG6 de ratdon. En un aspecto especifico, el promotor es un promotor ADAMG6 de raton.

En un aspecto, se describe una construccidon de nucleétidos para modificar un locus variable de cadena pesada de
inmunoglobulina de ratdn, en donde la construccion comprende al menos un sitio de reconocimiento de recombinasa
especifico de sitio y una secuencia que codifica una proteina ADAM6 u ortélogo u homélogo o fragmento de la
misma que es funcional en un raton.

En un aspecto, se describe una construccién de acido nucleico, que comprende un brazo de homologia cadena
arriba y un brazo de homologia cadena abajo, en donde el brazo de homologia cadena arriba comprende una
secuencia que es idéntica o sustancialmente idéntica a una secuencia humana de regién variable de cadena pesada
de inmunoglobulina, el brazo de homologia cadena abajo comprende una secuencia que es idéntica o
sustancialmente idéntica a una secuencia de region variable de inmunoglobulina humana o de raton, y dispuesta
entre los brazos de homologia cadena arriba y cadena abajo hay una secuencia que comprende una secuencia de
nucledtidos que codifica una proteina ADAMG6 de ratén. En un aspecto especifico, la secuencia que codifica el gen
ADAMBG de ratén esta unida operativamente con un promotor de ratdén con el que esta unida la ADAM6 de ratdén en
un ratén de tipo silvestre.

En un aspecto, se describe una célula aislada de un ratdon genéticamente modificado como se describe en el
presente documento. En un aspecto, la célula es un linfocito. En un aspecto, el linfocito es un linfocito B. En un
aspecto especifico, el linfocito B comprende una secuencia ADAM6 ectdpica u ortélogo u homologo o secuencia que
codifica un fragmento funcional de la misma, en donde el linfocito B expresa un dominio variable de cadena pesada
procedente de un segmento génico Vy humano.

En un aspecto, se describe una célula o tejido, en donde la célula o tejido procede de un animal no humano como se
describe en el presente documento, y comprende un repertorio de segmentos Vu restringido. En un aspecto, el
repertorio de segmentos Vu estd restringido a un Unico miembro de la familia del segmento Vu y/o variantes
polimérficas del mismo. En un aspecto especifico, el unico segmento Vi es un segmento V{1-69 humano o un
segmento Vu1-2 humano. En un aspecto, la célula o tejido procede del bazo, ganglio linfatico o médula ésea del
animal no humano.

En un aspecto, la célula es una célula ME. En un aspecto, la célula es un linfocito B. En un aspecto, la célula es una
célula germinal.

En un aspecto, el tejido se selecciona de tejido conectivo, muscular, nervioso y epitelial. En un aspecto especifico, el
tejido es tejido reproductivo.

En un aspecto, la célula y/o tejido procedente de un raton como se describe en el presente documento se aisla para

SU USO en uno 0 Mas ensayos ex vivo. En diversos aspectos, el uno o mas ensayos ex vivo incluyen mediciones de
propiedades fisicas, térmicas, eléctricas, mecanicas u Oopticas, un procedimiento quirirgico, mediciones de
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interacciones de diferentes tipos de tejidos, el desarrollo de técnicas de imagen o una combinacién de los mismos.
En un aspecto, el animal no humano es un ratén.

En un aspecto, se describe un embrion no humano que comprende segmentos Vu restringidos de cadena pesada
como se describe en el presente documento. En un aspecto, el embrion comprende una célula ME donante que
comprende el segmento V4 restringido y las células embrionarias hospedadoras.

En un aspecto, el animal no humano es un ratén.

En un aspecto, una célula no humana comprende un cromosoma o fragmento del mismo de un animal no humano
como se describe en el presente documento. En un aspecto, la célula no humana comprende un nucleo de un
animal no humano como se describe en el presente documento. En un aspecto, la célula no humana comprende el
cromosoma o fragmento del mismo como resultado de una transferencia nuclear.

En un aspecto, se describe un nucleo procedente de un animal no humano como se describe en el presente
documento. En un aspecto, el nucleo es de una célula diploide que no es un linfocito B.

En un aspecto, se describe una célula pluripotente, pluripotente inducida o totipotente procedente de un animal no
humano como se describe en el presente documento. En un aspecto especifico, la célula es una célula madre
embrionaria (ME) de raton.

En un aspecto, se describe una célula pluripotente inducida no humana que comprende un repertorio restringido de
segmentos VH. En un aspecto, la célula pluripotente inducida procede de un animal no humano como se describe en
el presente documento.

En un aspecto, se describe un hibridoma, que comprende una secuencia de un linfocito de un ratén como se
describe en el presente documento. En un aspecto, el linfocito es un linfocito B.

En un aspecto, se describe una hibridoma o cuadroma, procedente de una célula de un animal no humano como se
describe en el presente documento. En un aspecto, el animal no humano es un ratén o rata.

En un aspecto, se describen células de ratén y embriones de ratén, que incluyen, pero no se limitan a, células ME,
células pluripotentes y células pluripotentes inducidas, que comprenden modificaciones genéticas como se describe
en el presente documento. Se describen células que son XX y células que son XY. Las células que comprenden un
nicleo que contiene una modificacion como se describe en el presente documento también se describen, por
ejemplo, una modificacion introducida en una célula mediante inyeccién pronuclear. También se describen células,
embriones y ratones que comprenden un gen ADAM6 introducido por virus, por ejemplo, células, células, embriones
y ratones que comprenden una construccion de transduccion que comprende un gen ADAM6 que es funcional en el
raton.

En un aspecto, se describe una célula de ratén modificada genéticamente, en donde la célula es incapaz de
expresar una cadena pesada que comprende segmentos génicos enddgenos reordenados de cadena pesada de
inmunoglobulina, y la célula comprende un gen ADAM6 funcional que codifica una proteina ADAMG6 de ratén o un
fragmento funcional de la misma. En un aspecto, la célula comprende ademas una insercion de segmentos génicos
humanos de inmunoglobulina. En un aspecto especifico, los segmentos génicos humanos de inmunoglobulina son
segmentos génicos de cadena pesada que estan unidos operativamente a las regiones constantes de cadena
pesada de raton, de modo que al reordenarse codifican una cadena pesada funcional de un anticuerpo que
comprende una regién variable humana.

En un aspecto, se describe una célula de ratén modificada genéticamente; en donde la célula carece de un locus
ADAM®6 enddgeno funcional de ratén, y la célula comprende una secuencia de nucledtidos ectopica que codifica una
proteina ADAMG6 de raton o un fragmento funcional de la misma. En un aspecto, la célula comprende ademas una
modificacién de una secuencia génica enddgena variable de cadena pesada de inmunoglobulina. En un aspecto
especifico, la modificacion de la secuencia génica enddgena variable de cadena pesada de inmunoglobulina
comprende una eliminacion seleccionada de una eliminacion de un segmento génico Vu de ratén, una eliminacion de
un segmento génico Du de ratdon, una eliminacion de un segmento génico Ju de raton, y una combinacion de las
mismas. En un aspecto especifico, el ratébn comprende un reemplazo de una o mas secuencias Vx, Dn y/o Ju de
inmunoglobulina de ratéon con una secuencia humana de inmunoglobulina. En un aspecto especifico, la secuencia
humana de inmunoglobulina se selecciona de un V4 humano, un VL humano, un Dy humano, un J4 humano, un J.
humano y una combinacién de los mismos.

En un aspecto, la célula es una célula totipotente, una célula pluripotente o una célula pluripotente inducida. En un
aspecto especifico, la célula es una célula ME de raton.

En un aspecto, se describe un linfocito B de ratén, en donde el linfocito B de ratén comprende un gen reordenado de
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cadena pesada de inmunoglobulina, en donde el linfocito B comprende en un cromosoma del linfocito B una
secuencia de acido nucleico que codifica una proteina ADAMG6 u ortdlogo u homdlogo o fragmento de la misma que
es funcional en un ratén macho. En un aspecto, el linfocito B de raton comprende dos alelos de la secuencia de
acido nucleico.

En un aspecto, la secuencia de acido nucleico esta en una molécula de acido nucleico (por ejemplo, un cromosoma
de linfocitos B) que es contigua al locus reordenado de cadena pesada de inmunoglobulina de raton.

En un aspecto, la secuencia de acido nucleico esta en una molécula de acido nucleico (por ejemplo, un cromosoma
de linfocitos B) que es distinta de la molécula de acido nucleico que comprende el locus reordenado de cadena
pesada de inmunoglobulina de ratén.

En un aspecto, el linfocito B de raton comprende una secuencia génica reordenada variable de inmunoglobulina no
de ratén unida operativamente a un gen de region constante de inmunoglobulina humano o de ratén, en donde el
linfocito B comprende una secuencia de acido nucleico que codifica una proteina ADAM6 u ortélogo u homdlogo o
fragmento de la misma que es funcional en un ratén macho.

En un aspecto, la secuencia de acido nucleico esta en una molécula de acido nucleico (por ejemplo, un cromosoma
de linfocitos B) que se ubica en o dentro del locus génico mas cercano con respecto a la secuencia génica
reordenada variable de inmunoglobulina no humana.

En un aspecto, la secuencia de acido nucleico estd en una molécula de acido nucleico (por ejemplo, un cromosoma
de linfocitos B) que es contigua a la secuencia reordenada de region variable de inmunoglobulina no humana.

En un aspecto, se describe una célula de ratén somatica, que comprende un cromosoma que comprende un locus
modificado de cadena pesada de inmunoglobulina, y una secuencia de acido nucleico que codifica un ADAM6 de
raton u ortélogo u homdlogo o fragmento del mismo que es funcional en un ratén macho. En un aspecto, la
secuencia de acido nucleico estd en el mismo cromosoma que el locus modificado de cadena pesada de
inmunoglobulina. En un aspecto, la secuencia de acido nucleico estd en un cromosoma diferente que el locus
modificado de cadena pesada de inmunoglobulina. En un aspecto, la célula somatica comprende una uUnica copia de
la secuencia de acido nucleico. En un aspecto, la célula somatica comprende al menos dos copias de la secuencia
de acido nucleico. En un aspecto especifico, la célula somatica es un linfocito B. En un aspecto especifico, la célula
es una célula germinal. En un aspecto especifico, la célula es una célula madre.

En un aspecto, se describe un célula germinal de ratén, que comprende una secuencia de acido nucleico que
codifica un ADAM6 de raton (u homologo u ortélogo o fragmento funcional del mismo) en cromosoma de la célula
germinal, en donde la secuencia de &cido nucleico que codifica el ADAM6 de ratéon (u homdlogo u ortélogo o
fragmento funcional del mismo) estd en una posicién en el cromosoma que es diferente de una posicion en un
cromosoma de una célula germinal de raton de tipo silvestre. En un aspecto, la secuencia de acido nucleico esta en
un locus de inmunoglobulina de ratén. En un aspecto, la secuencia de acido nucleico esta en el mismo cromosoma
de la célula germinal que un locus de inmunoglobulina de ratén. En un aspecto, la secuencia de acido nucleico esta
en un cromosoma diferente de la célula germinal que el locus de inmunoglobulina de ratéon. En un aspecto, el locus
de inmunoglobulina de ratén comprende un reemplazo de al menos una secuencia de inmunoglobulina de ratén con
al menos una secuencia de inmunoglobulina no de ratén. En un aspecto especifico, la al menos una secuencia de
inmunoglobulina no de ratén es una secuencia humana de inmunoglobulina. En un aspecto, la secuencia humana de
inmunoglobulina es una secuencia de cadena pesada de inmunoglobulina.

En un aspecto, se describe una secuencia de dominio variable de anticuerpo hecha en un animal no humano como
se describe en el presente documento.

En un aspecto, se describe un tratamiento humano, que comprende un dominio variable de anticuerpo que
comprende una secuencia procedente de un animal no humano como se describe en el presente documento.

En un aspecto, se describe un método para obtener una secuencia de region variable de anticuerpo de un animal no
humano, en donde la secuencia de region variable de anticuerpo procede de un segmento Vu1-69 o un segmento
VH1-2 humano, en donde el método comprende (a) inmunizar un animal no humano con un antigeno de interés, en
donde el animal no humano comprende un reemplazo en el locus endégeno de cadena pesada de inmunoglobulina
de todos o sustancialmente todos los segmentos variables no humanos con un Unico segmento variable humano, en
donde el Unico segmento variable humano es un segmento Vu1-69 o un segmento Vu1-2, y en donde el animal no
humano es sustancialmente incapaz de formar una secuencia de region variable de cadena pesada de
inmunoglobulina que no proceda de un segmento V11-69 humano o un segmento Vu1-2; (b) permitir que el animal
no humano genere una respuesta inmunitaria con respecto al antigeno de interés; y, (c) identificar o aislar una
secuencia de regién variable de cadena pesada de inmunoglobulina del animal no humano, en donde el anticuerpo
se une al antigeno de interés.

En un aspecto, el unico segmento variable humano es un segmento Vx1-69.
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En un aspecto, la secuencia de region variable de anticuerpo procede de la SEQ ID NO: 37. En un aspecto, la
secuencia de region variable de anticuerpo es al menos un 75 %, al menos un 80 %, al menos un 85 %, al menos un
90 %, al menos un 95 %, o al menos un 98 % idéntico a la SEQ ID NO: 37. En un aspecto, la secuencia de regién
variable de anticuerpo comprende la SEQ ID NO: 37.

En un aspecto, el Unico segmento variable humano es un segmento Vy1-2.

En un aspecto, la secuencia de region variable de anticuerpo procede de la SEQ ID NO: 63. En un aspecto, la
secuencia de region variable de anticuerpo es al menos un 75 %, al menos un 80 %, al menos un 85 %, al menos un
90 %, al menos un 95 %, o al menos un 98 % idéntico a la SEQ ID NO: 63. En un aspecto, la secuencia de region
variable de anticuerpo comprende la SEQ ID NO: 63.

En un aspecto, se describe un método para generar un repertorio de regiones humanas variables de anticuerpos en
un animal no humano, en donde las regiones humanas variables de cadena pesada del repertorio proceden del
mismo miembro de la familia de genes VH y uno de una pluralidad de segmentos Du y uno de una pluralidad de
segmentos Ju, en donde el repertorio se caracteriza por tener secuencias de inmunoglobulina FR1 (marco 1), CDR1,
FR2, CDR2 y FR3 de cadena pesada de un Unico miembro de la familia de genes Vu. En un aspecto, el repertorio se
caracteriza ademas por tener una pluralidad de diferentes secuencias CDR3 + FR4.

En un aspecto, la unica familia de genes Vu se selecciona de la familia Vu 1, 2, 3, 4, 5, 6 y 7. En un aspecto
especifico, la unica familia de genes Vu es la familia Vi 1. En un aspecto, el inico miembro de la familia de genes Vx
se selecciona de Vu1-2, Vu1-69, Vu2-26, Vu2-70, y Vu3-23. En un aspecto especifico, el unico miembro de la familia
de genes Vu es Vu 1-69.

En un aspecto, el repertorio comprende secuencias de cadena pesada FR1, CDR1, FR2, CDR2 y FR3 procedentes
de un segmento Vu1-69. En un aspecto especifico, el repertorio comprende secuencias de cadena pesada FR1,
CDR1, FR2, CDR2 y FR3 procedentes de la SEQ ID NO: 38. En un aspecto especifico, el repertorio comprende
secuencias de cadena pesada FR1, CDR1, FR2, CDR2 y FR3 de la SEQ ID NO: 38.

En un aspecto, el repertorio comprende secuencias de cadena pesada FR1, CDR1, FR2, CDR2 y FR3 procedentes
de un segmento Vu1-2. En un aspecto especifico, el repertorio comprende secuencias de cadena pesada FR1,
CDR1, FR2, CDR2 y FR3 procedentes de la SEQ ID NO: 64. En un aspecto especifico, el repertorio comprende
secuencias de cadena pesada FR1, CDR1, FR2, CDR2 y FR3 de la SEQ ID NO: 64.

En un aspecto, se describe un método para generar una pluralidad de diferentes secuencias CDR3 y FR4 en un
animal no humano, que comprende exponer un animal no humano que comprende un locus génico variable de
cadena pesada de inmunoglobulina con un repertorio de segmentos VH restringido a un Unico miembro de la familia
del segmento V4 a un antigeno de interés, lo que permite que el animal no humano desarrolle una respuesta
inmunitaria al antigeno, en donde la respuesta inmunitaria genera un repertorio de linfocitos B cuyos dominios
variables de cadena pesada proceden cada uno del miembro de la familia del unico segmento V4 y que comprende
una pluralidad de diferentes secuencias CDR3 y FR4.

En un aspecto, el miembro de la familia del Unico segmento V1 es humano. En un aspecto, el animal no humano se
selecciona de un raton, una rata, y un conejo. En un aspecto, el antigeno de interés se selecciona de un ligando, un
receptor, una proteina intracelular y una proteina secretada. En un aspecto, el antigeno de interés es un patégeno
humano.

En un aspecto, se describe una secuencia de nucledtidos que codifica una regiéon variable de inmunoglobulina
fabricada en un animal no humano como se describe en el presente documento.

En un aspecto, se describe una secuencia de aminoacidos de region variable de cadena pesada de inmunoglobulina
o de cadena ligera de inmunoglobulina de un anticuerpo fabricada en un animal no humano como se describe en el
presente documento.

En un aspecto, se describe una secuencia de nucleotidos de region variable de cadena pesada de inmunoglobulina
o de cadena ligera de inmunoglobulina que codifica una regién variable de un anticuerpo fabricado en un no humano
como se describe en el presente documento.

En un aspecto, se describe un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo (por ejemplo, Fab, F(ab),
scFv) fabricado en un animal no humano como se describe en el presente documento.

En un aspecto, se describe un método para fabricar un animal no humano genéticamente modificado, que
comprende reemplazar uno o mas segmentos génicos de cadena pesada de inmunoglobulina cadena arriba (con
respecto a la transcripcion de los segmentos génicos de cadena pesada de inmunoglobulina) de un locus ADAM6
endégeno del animal no humano con uno o mas segmentos génicos humanos de cadena pesada de
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inmunoglobulina, y reemplazar uno o mas segmentos génicos de inmunoglobulina cadena abajo (con respecto a la
transcripcion de los segmentos génicos de cadena pesada de inmunoglobulina) del locus ADAM6 del animal no
humano con uno o mas segmentos génicos humanos de cadena pesada o cadena ligera de inmunoglobulina. En un
aspecto, el uno o mas segmentos génicos humanos de inmunoglobulina que reemplazan uno o0 mas segmentos
génicos enddgenos de inmunoglobulina cadena arriba de un locus ADAM6 enddgeno del animal no humano incluyen
segmentos génicos V. En un aspecto, los segmentos génicos humanos de inmunoglobulina que reemplazan uno o
mas segmentos génicos enddgenos de inmunoglobulina cadena arriba de un locus ADAM6 enddgeno del animal no
humano incluyen segmentos génicos V y D. En un aspecto, el uno o mas segmentos génicos humanos de
inmunoglobulina que reemplazan uno o mas segmentos génicos endégenos de inmunoglobulina cadena abajo de un
locus ADAM6 enddgeno del animal no humano incluyen segmentos génicos J. En un aspecto, el uno o mas
segmentos génicos humanos de inmunoglobulina que reemplazan uno o mas segmentos génicos enddgenos de
inmunoglobulina cadena abajo de un locus ADAM6 enddgeno del animal no humano incluyen segmentos génicos D
y J. En un aspecto, el uno o mas segmentos génicos humanos de inmunoglobulina que reemplazan uno o mas
segmentos génicos enddgenos de inmunoglobulina cadena abajo de un locus ADAM6 enddgeno del animal no
humano incluyen segmentos génicos V, D y J. En un aspecto especifico, el uno o0 mas segmentos génicos que
reemplazan uno o mas segmentos génicos enddgenos de inmunoglobulina cadena abajo de un locus ADAM6
enddégeno del animal no humano incluyen un Unico segmento génico V, uno o0 mas segmentos génicos D y uno o
mas segmentos génicos J.

En un aspecto, el uno o mas segmentos génicos de cadena pesada de inmunoglobulina cadena arriba y/o cadena
abajo del gen ADAMG6 se reemplazan en una célula pluripotente, pluripotente inducida o totipotente para formar una
célula progenitora modificada genéticamente; la célula progenitora modificada genéticamente se introduce en un
hospedador; y, el hospedador que comprende la célula progenitora modificada genéticamente se gesta para formar
un animal no humano que comprende un genoma procedente de la célula progenitora modificada genéticamente. En
un aspecto, el hospedador es un embrién. En un aspecto especifico, el hospedador se selecciona de una premérula
de ratén (por ejemplo, etapa de 8 o 4 células), un embridn tetraploide, un agregado de células embrionarias o un
blastocisto.

En un aspecto, se describe un animal no humano, en donde el animal no humano tiene un repertorio de linfocitos B
que expresa dominios variables de cadena pesada de inmunoglobulina procedentes de un miembro de la familia del
unico segmento V. En un aspecto, al menos un 10 %, al menos un 20 %, al menos un 30 %, al menos un 40 %, al
menos un 50 %, al menos un 60 %, al menos un 70 %, al menos un 80 %, al menos un 90 %, o al menos un 95 %
del repertorio de linfocitos B del dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina de animal no humano
expresado en el repertorio de linfocitos B procede del mismo miembro de la familia del segmento V. En un aspecto
especifico, el porcentaje es al menos un 90 %. En un aspecto, el repertorio de linfocitos B consiste esencialmente en
linfocitos B periféricos (de sangre). En un aspecto, el repertorio de linfocitos B consiste esencialmente en linfocitos B
esplénicos. En un aspecto, el repertorio de linfocitos B consiste esencialmente en linfocitos B de médula 6sea. En un
aspecto, el repertorio de linfocitos B consiste esencialmente en linfocitos B periféricos, linfocitos B esplénicos y
linfocitos B de médula dsea.

En un aspecto, se describe un animal no humano modificado genéticamente, en donde mas de un 10 %, 20 %,
30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, o mas de un 90 % de los linfocitos B del animal no humano que expresan un
dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina expresan un dominio variable de cadena pesada de
inmunoglobulina procedente de un miembro de la familia del Unico segmento génico Vu. En un aspecto, al menos un
75 % de los linfocitos B del animal no humano que expresan un dominio variable de cadena pesada de
inmunoglobulina expresan un dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina procedente del miembro de la
familia del unico segmento génico Vu. En un aspecto especifico, el porcentaje es al menos un 90 %. En un aspecto,
todos los linfocitos B que expresan un dominio de cadena pesada proceden del unico miembro de la familia del gen
VHh.

En un aspecto, se describe un ratén genéticamente modificado que forma una poblacién de linfocitos B especificos
de antigeno en respuesta a la inmunizaciéon con un antigeno de interés, en donde al menos un 10 %, 20 %, 30 %,
40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 % o mas de un 90 %, de dicha poblacion de linfocitos B especificos de antigeno
expresa cadenas pesadas de inmunoglobulina que proceden todas del mismo segmento génico Vu. En un aspecto,
al menos un 75% de la poblacién de linfocitos B especificos de antigeno expresa cadenas pesadas de
inmunoglobulina procedentes del mismo segmento génico Vu. En un aspecto, todos linfocitos B especificos de
antigeno expresan una cadena pesada que procede del mismo segmento génico Vh.

En un aspecto, se describe un animal no humano que comprende un repertorio de segmentos génicos Vh
restringido, en donde la restriccion es a un segmento génico V11-69 humano o un segmento génico Vn1-69 que es al
menos aproximadamente un 75,5 %, 76,5 %, 86,7 %, 87,8 %, 94,9 %, 96,9 %, 98 % o0 99 % idéntico a un segmento
génico Vu1-69*01. En un aspecto especifico, el repertorio restringido se selecciona de una o mas de las variantes
VH1-69 de la Figura 7.

En un aspecto, se describe un animal no humano que comprende un repertorio de segmentos génicos VH
restringido, en donde la restriccion es a un segmento génico V11-2 humano o un segmento génico Vu1-2 que es al
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menos aproximadamente un 94,9 %, 95,9 %, 96,9 %, 98 % o 99 % idéntico a un segmento génico Vu1-2. En un
aspecto especifico, el repertorio restringido se selecciona de una o mas de las variantes V11-2 de la Figura 10.

En un aspecto, el animal no humano es un ratén.

En un aspecto, se describe un animal no humano que comprende un repertorio de segmentos Vu humanos
restringido, que comprende ademas un locus humanizado de segmento variable de cadena ligera de
inmunoglobulina, en donde la relaciéon de cadenas ligeras A a Kk expresadas en el ratéon es aproximadamente la
misma que en un ratén de tipo silvestre.

En un aspecto, se describe un animal no humano, que comprende un locus de cadena pesada de inmunoglobulina
restringido caracterizado por la presencia de un Unico segmento génico Vu, uno 0 mas segmentos génicos Dx y uno
0 mas segmentos génicos Jx, en donde el Unico segmento génico Vx es un segmento génico Vx polimorfico.

En un aspecto, el segmento génico Vu polimérfico es un segmento génico Vi humano que esta asociado con un alto
numero de copias en poblaciones humanas. En un aspecto, el segmento génico V4 humano se selecciona de Vu1-2,
VHu1-69, VH2-26, VH2-70, Vu3 -23, 0 una variante polimorfica de los mismos. En un aspecto especifico, el segmento
génico Vu humano es un segmento génico V11-69. En otro aspecto especifico, el segmento génico Vi humano es un
segmento génico Vu1-2.

En un aspecto, el unico segmento génico Vu estd unido operativamente a un gen humano, de ratéon o quimera
humano/de ratén de region constante de inmunoglobulina. En un aspecto especifico, el gen de regién constante de
inmunoglobulina es un gen de region constante de ratdon. En un aspecto, el gen constante de inmunoglobulina
comprende una secuencia humana seleccionada de un Cu1 humano, una bisagra humana, un Cx42 humano, un Cn3
humano y una combinacién de los mismos. En un aspecto, el gen constante de ratén esta en un locus endégeno de
cadena pesada de inmunoglobulina.

En un aspecto, el animal no humano comprende ademas un segmento génico VL humano de inmunoglobulina unido
operativamente a un segmento génico J y un gen constante de cadena ligera. En un aspecto especifico, el segmento
génico VL y/o el segmento génico J se seleccionan de un segmento génico kK humano y un segmento génico A
humano. En un aspecto, los segmentos génicos VL. y/o J son segmentos génicos kK humanos.

En diversos aspectos, el animal no humano comprende una eliminaciéon de todos o sustancialmente todos los
segmentos génicos Vx enddgenos.

En diversos aspectos, el animal no humano comprende un locus génico enddgeno inactivado de region variable de
cadena pesada. En diversos aspectos, el locus génico enddgeno inactivado variable de cadena pesada no esta
unido operativamente a un gen enddégeno de region constante de cadena pesada.

En un aspecto, se describe un animal no humano, en donde el animal no humano se caracteriza por la expresion de
inmunoglobulina sérica, en donde mas de un 80 % de la inmunoglobulina sérica comprende un dominio humano
variable de cadena pesada y un dominio humano variable de cadena ligera afin, en donde el dominio variable
humano de cadena pesada procede de un repertorio de segmentos génicos Vu que consiste esencialmente en un
unico segmento génico V1 humano y/o variantes polimoérficas del mismo.

En un aspecto, el unico segmento génico Vi humano es un segmento génico Vu1-69 humano y/o variantes
polimérficas del mismo. En un aspecto, el Unico segmento génico Vi humano es un segmento génico Vu1-2 humano
y/o variantes polimérficas del mismo.

En un aspecto, se describe un animal no humano, que comprende, en su linea germinal, un reemplazo en un locus
endégeno de cadena pesada de inmunoglobulina de todos o sustancialmente todos los segmentos génicos VH
enddgenos con un Unico segmento génico Vi humano y/o variantes polimoérficas del mismo.

En un aspecto, el animal no humano comprende ademas un reemplazo en un locus endégeno de cadena ligera de
inmunoglobulina de todos o sustancialmente todos los segmentos génicos VL endégenos con uno o mas segmentos
génicos VL humanos. En un aspecto especifico, el ratobn comprende ademas uno o mas segmentos génicos Ju
humanos unidos operativamente a los segmentos génicos VL humanos.

En un aspecto, se describe un animal no humano que expresa un anticuerpo que comprende al menos un
polipéptido de inmunoglobulina de dominio variable humano/dominio constante no humano, en donde el animal no
humano expresa una proteina ADAM6 no humana u ortélogo u homdélogo de la misma de un locus endégeno de
cadena pesada de inmunoglobulina. En un aspecto, el locus endégeno de cadena pesada de inmunoglobulina es
incapaz de reordenarse para codificar una cadena pesada funcional de un anticuerpo.

En un aspecto, se describe un animal no humano que expresa un anticuerpo que comprende al menos un
polipéptido de inmunoglobulina de dominio variable humano/dominio constante no humano, en donde el animal no
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humano expresa una proteina ADAM6 no humana u ortélogo u homélogo de la misma a partir de un locus distinto de
un locus de inmunoglobulina.

En un aspecto, la proteina ADAMG6 u ortélogo u homdlogo de la misma se expresa en un linfocito B del animal no
humano, en donde el linfocito B comprende una secuencia de inmunoglobulina reordenada que comprende una
secuencia variable humana y una secuencia constante no humana.

En un aspecto, la secuencia constante no humana es una secuencia de roedor. En un aspecto, el roedor se
selecciona de un raton, una rata, y un hamster.

En un aspecto, se describe un método para fabricar un animal no humano macho infértil, que comprende hacer que
un alelo ADAM6 endégeno de una célula ME donante no sea funcional (o inactivar dicho alelo), introducir la célula
ME donante en un embrién hospedador, gestar el embridon hospedador en una madre sustituta, y permitir que la
madre sustituta dé a luz a una progenie procedente total o parcialmente de la célula ME donante. En un aspecto, el
método comprende ademas la progenie reproductiva para obtener un animal no humano infértil macho.

En un aspecto, se describe un método para fabricar un animal no humano con una modificaciéon genética de interés,
en donde el animal no humano es infértil, comprendiendo el método las etapas de (a) hacer una modificacion
genética de interés en un genoma; (b) modificar el genoma para inactivar un alelo ADAM6 enddgeno, o hacer que un
alelo ADAM6 enddgeno no sea funcional; y, (c) emplear el genoma para hacer un animal no humano. En diversos
aspectos, el genoma es de una célula ME o se utiliza en un experimento de transferencia nuclear.

En un aspecto, se describe un animal no humano hecho usando un vector de direccionamiento, construccion de
nucleotidos o célula como se describe en el presente documento.

En un aspecto, se describe una progenie de un apareamiento de un animal no humano como se describe en el
presente documento con un segundo animal no humano que es un animal no humano de tipo silvestre o
genéticamente modificado.

En un aspecto, se describe un método para mantener una cepa animal no humana, en donde la cepa animal no
humana comprende un reemplazo de una secuencia no humana de cadena pesada de inmunoglobulina con una o
mas secuencias heterdlogas de cadena pesada de inmunoglobulina. En un aspecto, la una o mas secuencias
heterdlogas de cadena pesada de inmunoglobulina son secuencias humanas de cadena pesada de
inmunoglobulina.

En un aspecto, la cepa animal no humana comprende una eliminacién de uno o mas segmentos génicos Vu, Dn y/o
Ju. En un aspecto, el animal no humano comprende ademas un unico segmento génico Vi humano, uno o mas
segmentos génicos Dn humanos y/o uno o mas segmentos génicos Ju humanos. En un aspecto, el animal no
humano comprende un Unico segmento Vi humano, al menos 27 segmentos génicos Dy humanos y al menos seis
segmentos génicos Ju humanos. En un aspecto especifico, el animal no humano comprende un Unico segmento VH
humano, 27 génicos D1 humanos y seis segmentos génicos Ju humanos, en donde dicho Unico segmento génico Vu
humano, 27 segmentos génicos Dn humanos, y seis segmentos génicos Ju humanos estan unidos operativamente a
un gen de region constante. En un aspecto, el gen de regién constante es un gen de regién constante no humano.
En un aspecto, el gen de regién constante comprende una secuencia génica de regién constante de raton o rata
seleccionada de una Cx1, una bisagra, una Cu2, una Cu3, y/o una Cru4 o0 una combinacién de las mismas. En
diversos aspectos, el Unico segmento génico Vi humano es un segmento génico VH1-69 humano o un segmento
génico Vu1-2 humano.

En un aspecto, el método comprende generar un heterocigoto de animal no humano macho para el reemplazo de la
secuencia de cadena pesada de inmunoglobulina no humana, y criar el animal no humano macho heterocigoto con
un animal no humano hembra de tipo silvestre o una hembra de tipo silvestre animal no humano que es homocigoto
o heterocigoto para la secuencia de cadena pesada humana. En un aspecto, el método comprende mantener la
cepa animal no humana criando repetidamente machos heterocigotos con hembras que son de tipo silvestre u
homocigéticas o heterocigotas para la secuencia de cadena pesada humana.

En un aspecto, el método comprende obtener células de animales no humanos machos o hembras homocigotos o
heterocigotos para la secuencia de cadena pesada humana, y emplear esas células como células donantes o
nucleos a partir de ellas como nucleos donantes, y usar las células o nucleos para producir animales no humanos
genéticamente modificados usando células hospedadoras y/o gestando las células y/o nlcleos en madres sustitutas.

En un aspecto, solo los animales machos no humanos que son heterocigotos para el reemplazo en el locus de
cadena pesada se crian en animales hembras no humanos. En un aspecto especifico, los animales hembras no
humanos son homocigotos, heterocigotos o de tipo silvestre con respecto a un locus de cadena pesada
reemplazado.

En un aspecto, los animales no humanos comprenden ademas un reemplazo de secuencias variables de cadena
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ligera A y/o k en un locus enddégeno de cadena ligera de inmunoglobulina con secuencias heterélogas de cadena
ligera de inmunoglobulina. En un aspecto, las secuencias heterdlogas de cadena ligera de inmunoglobulina son
secuencias humanas variables de cadena ligera A y/o k de inmunoglobulina.

En un aspecto, el animal no humano comprende ademas un transgen en un locus distinto de un locus endégeno de
inmunoglobulina, en donde el transgen comprende una secuencia que codifica una secuencia heterdloga de cadena
ligera A o k reordenada o no reordenada (por ejemplo, VL no reordenada y J. no reordenada, o ViLJL reordenadas)
unida operativamente (para no reordenada) o fusionada (para reordenado) a una secuencia de regiéon constante de
cadena ligera de inmunoglobulina. En un aspecto, la secuencia heteréloga de cadena ligera A o kK es humana. En un
aspecto, la secuencia de region constante se selecciona de roedor, ser humano y primate no humano. En un
aspecto, la secuencia de region constante se selecciona de raton, rata, y hdmster. En un aspecto, el transgen
comprende un promotor no de inmunoglobulina que impulsa la expresion de las secuencias de cadena ligera. En un
aspecto especifico, el promotor es un promotor transcripcionalmente activo. En un aspecto especifico, el promotor es
un promotor ROSA26.

En un aspecto, se describe un método para fabricar un animal no humano genéticamente modificado, que
comprende insertar una secuencia de nucleétidos no humana que comprende un segmento génico no humano de
inmunoglobulina en el genoma del animal para una primera modificacion, en donde la insercién mantiene un gen
ADAMG enddgeno, que hace que el locus endégeno de cadena pesada de inmunoglobulina del animal no humano
no sea funcional para una segunda modificacién. En un aspecto, la primera modificacion se realiza cadena arriba de
un gen endoégeno de region constante de cadena pesada de inmunoglobulina y la segunda modificacion se realiza
para invertir, translocar o colocar fuera del enlace operativo el locus enddégeno de cadena pesada de
inmunoglobulina de modo que el locus endégeno de cadena pesada de inmunoglobulina es incapaz de reordenarse
para codificar una regién variable de cadena pesada funcional.

En un aspecto, se describe un método para fabricar un animal no humano genéticamente modificado, que
comprende reemplazar una secuencia de nucleétidos no humana que comprende un segmento génico no humano
de inmunoglobulina y una secuencia de nucleétidos de ADAM6 no humana (u ortélogo u homdlogo o fragmento
funcional de la misma en un animal no humano macho) con una secuencia que comprende un segmento génico
humano de inmunoglobulina para formar un primer locus quimérico, luego insertar una secuencia que comprende
una secuencia que codifica ADAM6 no humano (0 una secuencia que codifica un ortélogo u homaélogo o funcional
fragmento de la misma) en la secuencia que comprende el segmento génico humano de inmunoglobulina para
formar un segundo locus quimérico.

En un aspecto, el segundo locus quimérico comprende un segmento génico humano variable de cadena pesada (V)
de inmunoglobulina. En un aspecto, el segundo locus quimérico comprende un segmento génico humano variable de
cadena ligera (VL) de inmunoglobulina. En un aspecto especifico, el segundo locus quimérico comprende un
segmento génico humano V4 o un segmento génico humano VL unido operativamente a un segmento génico
humano Dn y un segmento génico humano Ju. En un aspecto especifico adicional, el segundo locus quimérico esta
unido operativamente a un tercer locus quimérico que comprende una secuencia Cu1 humana, o una secuencia Cn1
humana y bisagra humana, fusionada con una secuencia Cv2 + Cn3 de ratén.

En un aspecto, se describe el uso de un ratébn que comprende una secuencia de nucledtidos ectépica que
comprende un locus o secuencia ADAM6 de ratéon para hacer un ratdon macho fértil, en donde el uso comprende
aparear el raton que comprende la secuencia de nucleétidos ectépica que comprende el locus o secuencia ADAM6
de ratén con un ratén que carece de un locus o secuencia endégena ADAMG6 de raton funcional, y que obtiene una
progenie que es una hembra capaz de producir progenie que tiene el locus o secuencia ADAM6 ectdpica o que es
un macho que comprende el locus o secuencia ADAMG6 ectopica, y el macho exhibe una fertilidad que es
aproximadamente la misma que la fertilidad que exhibe un ratén macho de tipo silvestre.

En un aspecto, se describe el uso de un ratén como se describe en el presente documento para hacer una
secuencia de nucledtidos de regién variable de inmunoglobulina.

En un aspecto, se describe el uso de un ratén como se describe en el presente documento para hacer un Fab
completamente humano o un F(ab)2 completamente humano.

En un aspecto, se describe el uso de un ratdbn como se describe en el presente documento para hacer una linea
celular inmortalizada.

En un aspecto, se describe el uso de un ratdon como se describe en el presente documento para hacer un hibridoma
o cuadroma.

En un aspecto, se describe el uso de un raton como se describe en el presente documento para hacer una biblioteca
de fagos que contiene regiones variables de cadena pesada humana y regiones variables de cadena ligera humana.

En un aspecto, las regiones variables de cadena pesada humana proceden de un segmento génico Vu1-69 humano
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que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 39, SEQ ID NO: 40, SEQ ID NO: 41,
SEQ ID NO: 43, SEQ ID NO: 45, SEQ ID NO: 47, SEQ ID NO: 49, SEQ ID NO: 51, SEQ ID NO: 53, SEQ ID NO: 55,
SEQ ID NO: 57 y SEQ ID NO: 59.

En un aspecto, las regiones variables de cadena pesada humana proceden de un segmento génico Vu1-69 humano
que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 38, SEQ ID NO: 40, SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO: 44,
SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO: 48, SEQ ID NO: 50, SEQ ID NO: 52, SEQ ID NO: 54, SEQ ID NO: 56, SEQ ID NO: 58,
SEQ ID NO: 60 y SEQ ID NO: 62.

En un aspecto, las regiones variables de cadena pesada humana proceden todas de un segmento génico Vu1-2
humano que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 63, SEQ ID NO: 65, SEQ ID NO: 67, SEQ ID
NO: 69y SEQ ID NO: 71.

En un aspecto, las regiones variables de cadena pesada humana proceden de un segmento génico V41-2 humano
que comprende una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 64, SEQ ID NO: 66, SEQ ID NO: 68, SEQ ID NO: 70 y
SEQ ID NO: 72.

En un aspecto, se describe el uso de un ratén como se describe en el presente documento para generar una
secuencia de region variable para producir un anticuerpo humano, que comprende (a) inmunizar un ratén como se
describe en el presente documento con un antigeno de interés, (b) aislar un linfocito del ratén inmunizado de (a), (c)
exponer el linfocito a uno o mas anticuerpos marcados, (d) identificar un linfocito que es capaz de unirse al antigeno
de interés, y (e) amplificar una o mas secuencias de acido nucleico de regién variable a partir del linfocito generando
asi una secuencia de region variable.

En un aspecto, el linfocito procede del bazo del ratén. En un aspecto, el linfocito procede de un ganglio linfatico del
ratén. En un aspecto, el linfocito procede de la médula 6sea del raton.

En un aspecto, el anticuerpo marcado es un anticuerpo conjugado con fluoréforo. En un aspecto, el uno o mas
anticuerpos conjugados con fluoréforo se seleccionan de una IgM, una IgG y/o una combinacion de las mismas.

En un aspecto, el linfocito es un linfocito B.

En un aspecto, la una o mas secuencias de acido nucleico de region variable comprende una secuencia de region
variable de cadena pesada. En un aspecto, la una o mas secuencias de acido nucleico de regién variable
comprende una secuencia de regién variable de cadena ligera. En un aspecto especifico, la secuencia de regién
variable de cadena ligera es una secuencia de region variable de cadena ligera Kk de inmunoglobulina. En un
aspecto, la una o mas secuencia de acido nucleico de region variable comprende una secuencia de regién variable
de cadena pesada y una cadena ligera k.

En un aspecto, se describe el uso de un ratébn como se describe en el presente documento para generar una
secuencia de regién variable de cadena pesada y ligera k para producir un anticuerpo humano, que comprende (a)
inmunizar un ratén como se describe en el presente documento con un antigeno de interés, (b) aislar el bazo del
raton inmunizado de (a), (c) exponer los linfocitos B del bazo a uno o mas anticuerpos marcados, (d) identificar un
linfocito B de (c) que sea capaz de unirse al antigeno de interés, y (e) amplificar una secuencia de acido nucleico de
regiéon variable de cadena pesada y una secuencia de acido nucleico de regién variable de cadena ligera k del
linfocito B generando asi las secuencias de region variable de cadena pesada y cadena ligera k.

En un aspecto, se describe el uso de un ratébn como se describe en el presente documento para generar una
secuencia de region variable de cadena pesada y ligera k para producir un anticuerpo humano, que comprende (a)
inmunizar un ratén como se describe en el presente documento con un antigeno de interés, (b) aislar uno o mas
ganglios linfaticos del ratén inmunizado de (a), (c) exponer los linfocitos B de uno o0 mas ganglios linfaticos a uno o
mas anticuerpos marcados, (d) identificar un linfocito B de (c) que sea capaz de unirse al antigeno de interés, y (e)
amplificar una secuencia de acido nucleico de region variable de cadena pesada y una secuencia de acido nucleico
de region variable de cadena ligera k del linfocito B generando asi las secuencias de regién variable de cadena
pesada y cadena ligera k.

En un aspecto, se describe el uso de un ratén como se describe en el presente documento para generar una
secuencia de regién variable de cadena pesada y ligera k para producir un anticuerpo humano, que comprende (a)
inmunizar un ratén como se describe en el presente documento con un antigeno de interés, (b) aislar la médula 6sea
del ratén inmunizado de (a), (c) exponer los linfocitos B de la médula 6sea a uno o mas anticuerpos marcados, (d)
identificar un linfocito B de (c) que sea capaz de unirse al antigeno de interés, y (e) amplificar una secuencia de
acido nucleico de region variable de cadena pesada y una secuencia de acido nucleico de region variable de cadena
ligera k del linfocito B generando asi las secuencias de region variable de cadena pesada y cadena ligera k. En
diversos aspectos, el uno 0 mas anticuerpos marcados se seleccionan de una IgM, una IgG y/o una combinacién de
las mismas.
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En diversos aspectos, el antigeno de interés es un patégeno que afecta a sujetos humanos que incluyen, por
ejemplo, un antigeno virico. Los ejemplos de patdgenos viricos incluyen, por ejemplo, principalmente los de las
familias de Adenoviridae, bacterias Picornaviridae, Herpesviridae, Hepadnaviridae, Flaviviridae, Retroviridae,
Orthomyxoviridae, Paramyxoviridae, Papovaviridae, Poliomavirus, Rhabdoviridae y Togaviridae. Dichos virus
ejemplares normalmente varian entre 20-300 nandmetros de longitud. En diversos aspectos, el antigeno de interés
es un antigeno virico seleccionado de un virus de hepatitis (por ejemplo, HCV, HBV, etc.), un virus de
inmunodeficiencia humana (VIH) o un virus de la gripe.

En diversos aspectos, se describe el uso de un ratébn como se describe en el presente documento para generar una
secuencia de regién variable de cadena pesada y ligera Kk para producir un anticuerpo humano, que comprende
ademas fusionar las secuencias de region variable de cadena pesada y ligera amplificadas a las secuencias de
regiéon constante de cadena pesada y ligera humanas, que expresan las secuencias fusionadas de cadena pesada y
ligera en una célula, y recuperan las secuencias expresadas de cadena pesada y ligera generando asi un anticuerpo
humano.

En diversos aspectos, las regiones constantes de cadena pesada humana se seleccionan de IgM, IgD, IgA, IgE e
IgG. En varios aspectos especificos, la IgG se selecciona de una IgG1, una IgG2, una IgG3 y una IgG4. En diversos
aspectos, la regidon constante de cadena pesada humana comprende una Cn1, una bisagra, una Cn2, una Cr3, una
Ch4, y una combinacion de las mismas. En diversos aspectos, la regién constante de cadena ligera es una region
constante Kk de inmunoglobulina. En diversos aspectos, la célula se selecciona de una célula Hela, una célula
DU145, una célula Lncap, una célula MCF-7, una célula MDA-MB-438, una célula PC3, una célula T47D, una célula
THP-1, una célula U87, una célula SHSY5Y (neuroblastoma humano), una célula Saos-2, una célula Vero, una
célula CHO, una célula GH3, una célula PC12, una célula retiniana humana (por ejemplo, una célula PER.C6™) y
una célula MC3T3. En un aspecto especifico, la célula es una célula CHO.

En un aspecto, se describe un método para generar un anticuerpo quimérico de roedor-humano inverso especifico
contra un antigeno de interés, que comprende las etapas de inmunizar un ratdbn como se describe en el presente
documento con el antigeno, aislar al menos una célula del raton que produce un anticuerpo quimérico de raton-
humano inverso especifico contra el antigeno, cultivar al menos una célula que produce el anticuerpo quimeérico de
ratdn-humano inverso especifico contra el antigeno, y obtener dicho anticuerpo.

En un aspecto, el anticuerpo quimérico humano-ratén inverso comprende un dominio variable de cadena pesada
humano fusionado con un gen constante de cadena pesada de ratén o rata, y un dominio variable de cadena ligera
humano fusionado con un gen constante de cadena ligera de raton o rata o ser humano. En un aspecto especifico, el
dominio variable de cadena pesada humano contiene un segmento génico reordenado Vu1-69 humano o Vn1-2
humano.

En un aspecto, el cultivo de al menos una célula que produce el anticuerpo quimérico de roedor-humano inverso
especifico contra el antigeno se realiza en al menos una célula de hibridoma generada a partir de la al menos una
célula aislada del ratén.

En un aspecto, se describe un método para generar un anticuerpo completamente humano especifico contra un
antigeno de interés, que comprende las etapas de inmunizar un ratén como se describe en el presente documento
con el antigeno, aislar al menos una célula del ratén que produce un anticuerpo quimérico de roedor-humano inverso
especifico contra el antigeno, generar al menos una célula que produce un anticuerpo completamente humano
procedente del anticuerpo quimérico de roedor-humano inverso especifico contra el antigeno, y cultivar al menos
una célula que produce el anticuerpo completamente humano, y obtener dicho anticuerpo completamente humano.

En diversos aspectos, la al menos una célula aislada del ratéon que produce un anticuerpo quimérico de roedor-
humano inverso especifico contra el antigeno es un esplenocito o un linfocito B.

En diversos aspectos, el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal.

En diversos aspectos, el anticuerpo comprende un dominio variable de cadena pesada que contiene un segmento
génico reordenado Vu1-69 humano o Vu1-2 humano.

En diversos aspectos, la inmunizacion con el antigeno de interés se lleva a cabo con proteinas, ADN, una
combinacién de ADN y proteina, o células que expresan el antigeno.

En un aspecto, se describe el uso de un ratdon como se describe en el presente documento para hacer una
secuencia de acido nucleico que codifica una regién variable de inmunoglobulina o fragmento de la misma. En un
aspecto, la secuencia de acido nucleico se usa para hacer un anticuerpo humano o fragmento de unién a antigeno
del mismo. En un aspecto, el ratdon se usa para hacer una proteina de uniéon a antigeno seleccionada de un
anticuerpo, un anticuerpo multiespecifico (por ejemplo, un anticuerpo biespecifico), un scFv, un scFv biespecifico, un
diacuerpo, un triacuerpo, un tetracuerpo, un V-NAR, un Vun, un Vi, un F(ab), un F(ab)z2, una DVD (por ejemplo,
proteina de union a antigeno de dominio variable doble), una SVD (es decir, proteina de unién a antigeno de dominio
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variable Unico) o un activador de linfocitos T biespecifico (BiTE).

En un aspecto, se describe un método para fabricar una proteina de unién a antigeno humana, que comprende
exponer un animal no humano modificado genéticamente como se describe en el presente documento a un antigeno
de interés, permitir que el animal no humano desarrolle una respuesta inmunitaria al antigeno, obtener del animal no
humano una secuencia de acido nucleico de dominio variable de cadena pesada que codifica un dominio variable de
cadena pesada humano que se une especificamente al antigeno de interés, fusionar la secuencia de acido nucleico
de dominio variable de cadena pesada con una secuencia de regidon constante humana, y expresar en una célula de
mamifero un anticuerpo que comprende la secuencia de dominio variable de cadena pesada humana y la secuencia
de region constante humana. En un aspecto, la célula de mamifero es una célula CHO. En un aspecto, el animal no
humano comprende un repertorio de segmentos génicos Vi humano que consiste esencialmente en un Unico
segmento génico Vi humano, opcionalmente presente en dos o mas variantes polimorficas del mismo, unido
operativamente a uno o mas segmentos D y/o J humanos. En un aspecto, el repertorio de segmentos génicos Vx
humano esté en un locus endégeno del segmento génico Vi no humano. En un aspecto, el repertorio de segmentos
génicos V4 humano esta en un locus que no es enddégeno del segmento génico VH. En un aspecto, el segmento
génico V4 humano se reordena con un segmento D humano y un segmento J humano para formar un gen VDJ
humano reordenado unido operativamente a una secuencia de regién constante, en donde la secuencia de region
constante se selecciona de una secuencia humana y una secuencia de roedor (por ejemplo, una secuencia de ratén
o rata o hamster). En un aspecto, la secuencia de regién constante comprende una secuencia seleccionada de una
Cu1, una bisagra, una Cn2, una Cn3, y una combinacion de las mismas; en un aspecto especifico, la secuencia de
regiéon constante comprende una Cx1, una bisagra, una CH2 y una Cx3. En un aspecto, el dominio variable humano y
la secuencia constante se expresan en la célula de mamifero con un dominio variable de cadena ligera humano afin
obtenido del mismo ratén (por ejemplo, secuencia obtenida del mismo linfocito B que la secuencia del dominio
variable humano); en un aspecto, la secuencia que codifica el dominio variable de cadena ligera humano obtenida
del raton se fusiona con una secuencia que codifica una secuencia constante de cadena ligera humana, y la
secuencia de cadena ligera y la secuencia de cadena pesada se expresan en la célula de mamifero.

En un aspecto, se describe un método para hacer un dominio variable de cadena pesada de anticuerpo que se une a
un antigeno de interés, que comprende expresar en una unica célula (a) una primera secuencia Vu de un animal no
humano inmunizado como se describe en el presente documento, en donde la primera secuencia VH se fusiona con
una secuencia génica Cw; y (b) una secuencia génica VL de un animal no humano inmunizado como se describe en
el presente documento, en donde la secuencia génica VL se fusiona con una secuencia génica CL humana;
mantener la célula en condiciones suficientes para expresar un anticuerpo; y, aislar el dominio variable de cadena
pesada de anticuerpo. En un aspecto, la secuencia génica V. esta relacionada con la primera secuencia V.

En un aspecto, la célula comprende una segunda secuencia génica Vi de un animal no humano inmunizado como
se describe en el presente documento, en donde la segunda secuencia génica V4 se fusiona con una secuencia
génica CH, en donde la primera secuencia génica Vw codifica un dominio V1 que se une especificamente a un primer
epitopo, y la segunda secuencia génica Vu codifica un dominio Vi que se une especificamente a un segundo
epitopo, en donde el primer epitopo y el segundo epitopo no son idénticos.

En un aspecto, las secuencias de region constante son todas secuencias de regién constante humanas.

En un aspecto, se describe un método para hacer un anticuerpo biespecifico humano, que comprende hacer el
anticuerpo biespecifico usando secuencias génicas de region variable humanas de linfocitos B de un animal no
humano como se describe en el presente documento.

En un aspecto, el método comprende (a) identificar un linfocito seleccionado clonalmente del animal no humano, en
donde el animal no humano ha sido expuesto a un antigeno de interés y se le ha permitido desarrollar una respuesta
inmunitaria al antigeno de interés, y en donde el linfocito expresa un anticuerpo que se une especificamente al
antigeno de interés, (b) obtener del linfocito o del anticuerpo una secuencia de nucleétidos que codifica una regién
variable de cadena pesada humana que se une especificamente al antigeno de interés, y (c) emplear la secuencia
de nucledtidos que codifica la region variable de cadena pesada humana que se une especificamente al antigeno de
interés en la fabricacién del anticuerpo biespecifico. En un aspecto especifico, la regidn variable de cadena pesada
humana comprende un segmento génico Vx1-2 o Vy1-69 reordenado.

En un aspecto, las etapas (a) a (c) se realizan por primera vez para que un primer antigeno de interés genere una
primera secuencia de region variable de cadena pesada humana, y las etapas (a) a (c) se realizan una segunda vez
para que un segundo antigeno de interés genere una segunda secuencia de regién variable de cadena pesada
humana, y en donde la primera secuencia de regién variable de cadena pesada humana se expresa fusionada con
una primera region constante de cadena pesada humana para formar una primera cadena pesada humana, la
segunda secuencia de region variable de cadena pesada humana se expresa fusionada con una segunda regién
constante de cadena pesada humana para formar una segunda cadena pesada humana, en donde la primera y la
segunda cadena pesada humana se expresan en presencia de una Unica cadena ligera humana expresada a partir
de un segmento génico reordenado Vk1-39 humano o Vk3-20 humano. En un aspecto especifico, la Unica cadena
ligera humana comprende una secuencia de linea germinal.
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En un aspecto, el método comprende (a) clonar regiones variables de cadena pesada de linfocitos B de un animal no
humano como se describe en el presente documento que ha sido expuesto a un primer antigeno de interés, y el
mismo animal no humano, o un animal no humano diferente que es genéticamente igual y ha sido expuesto a un
segundo antigeno de interés; y (b) expresar en una célula las regiones variables de cadena pesada de (a) con la
misma region constante de cadena pesada y la misma cadena ligera para producir un anticuerpo biespecifico.

En un aspecto, se describe el uso de un animal no humano como se describe en el presente documento, para
obtener una secuencia de acido nucleico que codifica un dominio variable de cadena pesada humano. En un
aspecto, el dominio variable de cadena pesada comprende un segmento génico Vi humano reordenado
seleccionado de Vu1-2 y Vu1-69.

En un aspecto, se describe el uso de un animal no humano como se describe en el presente documento, para
obtener una célula que codifica un dominio variable de cadena pesada humano. En un aspecto, el dominio variable
de cadena pesada comprende un segmento génico Vi humano reordenado seleccionado de Vu1-2 y VH1-69.

En un aspecto, se describe el uso de un ratén como se describe en el presente documento para hacer un dominio
variable de anticuerpo humano. En un aspecto, se describe el uso de un animal no humano como se describe en el
presente documento para hacer un anticuerpo humano. En un aspecto, el anticuerpo humano es un anticuerpo
biespecifico humano. En diversos aspectos, el dominio variable y/o el anticuerpo comprende un segmento génico Vn
humano reordenado seleccionado de V11-2 y VH1-69.

En un aspecto, se describe el uso de un animal no humano como se describe en el presente documento para
seleccionar un dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina humano. En un aspecto, el dominio variable
de cadena pesada comprende un segmento génico Vi humano reordenado seleccionado de Vu1-2 y Vu1-69.

En un aspecto, se describe el uso de un ratén como se describe en el presente documento para introducir una
secuencia ADAM6 ectopica en un ratdon que carece de una secuencia ADAM6 enddgena funcional del ratén, en
donde el uso comprende aparear un ratén como se describe en el presente documento con el ratén que carece de la
secuencia ADAMG6 enddgena funcional de raton.

En un aspecto, se describe el uso de material genético de un ratén como se describe en el presente documento para
hacer un ratéon que tenga una secuencia ADAMG6 ectdpica. En un aspecto, el uso comprende la transferencia nuclear
usando un nucleo de una célula de un ratdon como se describe en el presente documento. En un aspecto, el uso
comprende clonar una célula de un ratdbn como se describe en el presente documento para producir un animal
procedente de la célula. En un aspecto, el uso comprende emplear un esperma o un 6vulo de un ratén como se
describe en el presente documento en un proceso para hacer un raton que comprende la secuencia ADAM6
ectopica.

En un aspecto, se describe un método para hacer un ratén macho fértil que comprende un locus modificado de
cadena pesada de inmunoglobulina, que comprende fertilizar una primera célula germinal de ratén que comprende
una modificaciéon de un locus endégeno de cadena pesada de inmunoglobulina con una segunda célula germinal de
ratobn que comprende un gen ADAM®6 u ortélogo u homdlogo o fragmento del mismo que es funcional en un ratén
macho; formar una célula fertilizada; permitir que la célula fertilizada se convierta en un embrién; y, gestar el embrién
en un sustituto para obtener un ratén.

En un aspecto, la fertilizacion se logra mediante el apareamiento de un ratén macho y un ratén hembra. En un
aspecto, el raton hembra comprende el gen ADAMG6 u ortélogo u homélogo o fragmento del mismo. En un aspecto,
el ratén macho comprende el gen ADAM6 u ortélogo u homélogo o fragmento del mismo.

En un aspecto, se describe el uso de una secuencia de acido nucleico que codifica una proteina ADAMG6 de ratén o
un ortélogo u homoélogo de la misma o un fragmento funcional de la proteina ADAM6 correspondiente para restaurar
o mejorar la fertilidad de un ratén que tiene un genoma que comprende una modificacién de un locus de cadena
pesada de inmunoglobulina, en donde la modificacién reduce o elimina la funcion ADAM6 enddgena.

En un aspecto, la secuencia de acido nucleico esta integrada en el genoma del ratéon en una posicidon ectdpica. En
un aspecto, la secuencia de acido nucleico esta integrada en el genoma del ratén en un locus endégeno de
inmunoglobulina. En un aspecto especifico, el locus endégeno de inmunoglobulina es un locus de cadena pesada.
En un aspecto, la secuencia de acido nucleico esta integrada en el genoma del ratén en una posicion distinta de la
de un locus endégeno de inmunoglobulina.

En un aspecto, se describe el uso del ratdbn como se describe en el presente documento para la fabricacién de un
medicamento (por ejemplo, una proteina de unién a antigeno), o para la fabricacion de una secuencia que codifica
una secuencia variable de un medicamento (por ejemplo, una proteina de unién a antigeno), para el tratamiento de
un trastorno o enfermedad humana. En un aspecto, la secuencia variable de un medicamento comprende un
segmento génico polimérfico Vi humano. En un aspecto, la secuencia variable de un medicamento comprende un
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segmento génico Vu1-69 humano. En un aspecto, la secuencia variable de un medicamento comprende un
segmento génico Vx1-2 humano.

En un aspecto, se describe una construccion de acido nucleico que codifica un dominio variable de inmunoglobulina
hecho en un ratén como se describe en el presente documento. En un aspecto, el dominio variable es un dominio
variable de cadena pesada. En un aspecto especifico, el dominio variable de cadena pesada comprende un
segmento génico Vi humano seleccionado de Vu1-2, VH1-69, Vu2-26, VH2-70 o VH3-23. En otro aspecto especifico,
el dominio variable de cadena pesada comprende un segmento génico Vu1-2 humano. En otro aspecto especifico, el
dominio variable de cadena pesada comprende un segmento génico Vx11-69 humano.

En un aspecto, el dominio variable es un dominio variable de cadena ligera. En un aspecto especifico, el dominio
variable es un dominio variable de cadena ligera k que esta asociado con un dominio variable de cadena pesada
humano que comprende un segmento génico Vu1-69 humano reordenado. En un aspecto especifico, el dominio
variable es un dominio variable de cadena ligera k que esta asociado con un dominio variable de cadena pesada
humano que comprende un segmento génico Vu1-2 humano reordenado.

En un aspecto, se describe el uso de un ratén como se describe en el presente documento para hacer una
construccion de acido nucleico que codifica un dominio variable de inmunoglobulina humano. En un aspecto, el
dominio variable es un dominio variable de cadena ligera. En un aspecto, el dominio variable es un dominio variable
de cadena ligera kK que comprende un segmento génico VK humano reordenado seleccionado de Vk4-1, Vk5-2, VK7-
3, Vk2-4, Vk1-5, Vk1-6, Vk3-7, Vk1-8, Vk1-9, Vk2-10, Vk3-11, Vk1-12, Vk1-13, Vk2-14, Vk3-15, Vk1-16, Vk1-17, Vk2-
18, Vk2-19, Vk3-20, Vk6-21, Vk1-22, Vk1-23, Vk2-24, Vk3-25, Vk2-26, Vk1-27, Vk2-28, Vk2-29, Vk2-30, Vk3-31,
Vk1-32, Vk1-33, Vk3-34, Vk1-35, Vk2-36, Vk1-37, Vk2-38, Vk1-39 y Vk2-40.

En un aspecto, el dominio variable es un dominio variable de cadena pesada. En un aspecto especifico, el dominio
variable de cadena pesada comprende un segmento génico Vi humano reordenado seleccionado de Vu1-2, Vu1-69,
VH2-26, VH2-70 o Vh3-23. En un aspecto especifico, el dominio variable de cadena pesada comprende un segmento
génico Vu1 -69 humano reordenado. En un aspecto especifico, el dominio variable de cadena pesada comprende un
segmento génico Vu1-2 humano reordenado.

En un aspecto, se describe el uso de un ratén como se describe en el presente documento para hacer un dominio
variable de inmunoglobulina humano. En un aspecto, el dominio variable es un dominio variable de cadena ligera. En
un aspecto, el dominio variable es un dominio variable de cadena ligera kK que comprende un segmento génico Vk
humano reordenado seleccionado de Vk4-1, Vk5-2, Vk7-3, Vk2-4, Vk1-5, Vk1-6, Vk3-7, Vk1-8, Vk1-9, Vk2-10, Vk3-
11, Vk1-12, Vk1-13, Vk2-14, Vk3-15, Vk1-16, Vk1-17, Vk2-18, Vk2-19, Vk3-20, Vk6-21, Vk1-22, Vk1-23, Vk2-24,
Vk3-25, Vk2-26, Vk1-27, Vk2-28, Vk2-29, Vk2-30, Vk3-31, Vk1-32, Vk1-33, Vk3-34, Vk1-35, Vk2-36, Vk1-37, Vk2-38,
Vk1-39 y Vk2-40.

En un aspecto, el dominio variable es un dominio variable de cadena pesada. En un aspecto especifico, el dominio
variable de cadena pesada comprende un segmento génico Vi humano reordenado seleccionado de Vy1-2, Vu1-69,
Vh2-26, VH2-70 o Vu3-23. En un aspecto especifico, el dominio variable de cadena pesada comprende un segmento
génico VH1-69 humano reordenado. En un aspecto especifico, el dominio variable de cadena pesada comprende un
segmento génico Vu1-2 humano reordenado.

Los diversos aspectos y realizaciones son capaces de usarse juntos, a menos que se indique expresamente lo
contrario o el contexto prohiba claramente el uso conjunto.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 muestra una ilustracién general, no a escala, de una serie de etapas de direccionamiento y de
ingenieria molecular empleadas para hacer un vector de direccionamiento para la construccion de un locus
modificado de cadena pesada que contiene un Unico segmento génico V11-69 humano, veintisiete segmentos
génicos D1 humanos y seis Ju humanos en un locus endégeno de cadena pesada de inmunoglobulina.

La Figura 2 muestra una ilustraciéon general, no a escala, de una serie de etapas de direccionamiento y de
ingenieria molecular empleadas para hacer un vector de direccionamiento para la construccion de un locus
modificado de cadena pesada que contiene un Unico segmento génico Vu1-2 humano, veintisiete segmentos
génicos D1 humanos y seis Ju humanos en un locus endégeno de cadena pesada de inmunoglobulina.

La Figura 3 muestra una ilustracién general, no a escala, de una serie de etapas de direccionamiento y de
ingenieria molecular empleadas para hacer un vector de direccionamiento para la construcciéon de un locus
modificado de cadena pesada que contiene un Unico segmento génico V11-69 humano, veintisiete Dy humanos,
seis segmentos génicos Ju humanos y un fragmento gendémico ectopico que codifica ADAM6 de ratén en un
locus enddgeno de cadena pesada de inmunoglobulina.

La Figura 4 muestra una ilustraciéon general, no a escala, de una serie de etapas de direccionamiento y de
ingenieria molecular empleadas para hacer un vector de direccionamiento para la construccién de un locus
modificado de cadena pesada que contiene un Unico segmento génico Vy1-2 humano, veintisiete Dn humanos,
seis segmentos génicos Ju humanos y un fragmento gendmico ectopico que codifica ADAM6 de raton en un
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locus enddgeno de cadena pesada de inmunoglobulina.

La Figura 5 muestra el alineamiento de nucledtidos del segundo exén para cada uno de los trece alelos
informados para el gen Vu1-69 humano. Las bases en minusculas indican diferencias de nucledtidos en la linea
germinal entre los alelos. Las regiones determinantes de complementariedad (CDR, de sus siglas en inglés) se
indican con cuadros alrededor de la secuencia. Los guiones indican espacios artificiales para el alineamiento de
secuencia adecuado. VH1-69*01 (SEQ ID NO: 37); Vu1-69*02 (SEQ ID NO: 39); Vu1-69*03 (SEQ ID NO: 41);
VH1-69*04 (SEQ ID NO: 43); Vu1-69*05 (SEQ ID NO: 45); Vu1-69*06 (SEQ ID NO: 47); Vu1-69*07 (SEQ ID NO:
49); Vu1-69*08 (SEQ ID NO: 51); Vu1-69*09 (SEQ ID NO: 53); Vu1-69*10 (SEQ ID NO: 55); Vu1-69*11 (SEQ ID
NO: 57); Vu1-69*12 (SEQ ID NO: 59); Vn1-69*13 (SEQ ID NO: 61).

La Figura 6 muestra el alineamiento de proteinas de la secuencia génica variable de cadena pesada madura
para cada uno de los trece alelos informados para el gen Vu1-69 humano. Los aminoacidos en mindscula indican
diferencias en la linea germinal entre los alelos. Las regiones determinantes de complementariedad (CDR, de
sus siglas en inglés) se indican con cuadros alrededor de la secuencia. Los guiones indican espacios artificiales
para el alineamiento de secuencia adecuado. Vu1-69*01 (SEQ ID NO: 38); Vn1-69*02 (SEQ ID NO: 40); Vu1-
69*03 (SEQ ID NO: 42); Vu1-69*04 (SEQ ID NO: 44); Vu1-69*05 (SEQ ID NO: 46); Vu1-69*06 (SEQ ID NO: 48);
VH1-69*07 (SEQ ID NO: 50); VH1-69*08 (SEQ ID NO: 52); VH1-69*09 (SEQ ID NO: 54); Vu1-69*10 (SEQ ID NO:
56); Vn1-69*11 (SEQ ID NO: 58); Vu1-69*12 (SEQ ID NO: 60); Vu1-69*13 (SEQ ID NO: 62).

La Figura 7 muestra una matriz de porcentaje de identidad/porcentaje de similitud para las secuencias de
proteinas alineadas del gen variable maduro para cada uno de los trece alelos informados para el gen V11-69
humano. El porcentaje de identidad entre los alelos V11-69 se indica arriba de los cuadros sombreados y el
porcentaje de similitud se indica debajo de los cuadros sombreados. Las puntuaciones para el porcentaje de
identidad y el porcentaje de similitud se puntuaron con una herramienta de alineamiento ClustalW (v1.83)
utilizando el programa informatico MacVector (MacVector, Inc., North Carolina).

La Figura 8 muestra el alineamiento de nucledtidos del segundo exén para cada uno de los cinco alelos
informados para el gen Vu1-2 humano. Las bases en minusculas indican diferencias de nucleétidos en la linea
germinal entre los alelos. Las regiones determinantes de complementariedad (CDR, de sus siglas en inglés) se
indican con cuadros alrededor de la secuencia. Los guiones indican espacios artificiales para el alineamiento de
secuencia adecuado. Vu1-2*01 (SEQ ID NO: 63); Vn1-2*02 (SEQ ID NO: 65); Vu1-2*03 (SEQ ID NO: 67); Vu1-
2*04 (SEQ ID NO: 69); Vu1-2*05 (SEQ ID NO: 71).

La Figura 9 muestra el alineamiento de proteinas de la secuencia génica variable de cadena pesada madura
para cada uno de los cinco alelos informados para el gen V41-2 humano. Los aminoacidos en minuscula indican
diferencias en la linea germinal entre los alelos. Las regiones determinantes de complementariedad (CDR, de
sus siglas en inglés) se indican con cuadros alrededor de la secuencia. Los guiones indican espacios artificiales
para el alineamiento de secuencia adecuado. Vu1-2*01 (SEQ ID NO: 64); Vu1-2*02 (SEQ ID NO: 66); Vu1-2*03
(SEQ ID NO: 68); VH1-2*04 (SEQ ID NO: 70); Vu1-2*05 (SEQ ID NO: 72).

La Figura 10 muestra una matriz de porcentaje de identidad/porcentaje de similitud para las secuencias de
proteinas alineadas del gen variable maduro para cada uno de los cinco alelos informados para el gen Vuy1-2
humano. El porcentaje de identidad entre los alelos Vu1-2 se indica arriba de los cuadros sombreados y el
porcentaje de similitud se indica debajo de los cuadros sombreados. Las puntuaciones para el porcentaje de
identidad y el porcentaje de similitud se puntuaron con una herramienta de alineamiento ClustalW (v1.83)
utilizando el programa informatico MacVector (MacVector, Inc., North Carolina).

Descripcién detallada

Esta invencion no se limita a los métodos ni a las condiciones experimentales descritas en particular, ya que dichos
métodos y condiciones pueden variar. También debe entenderse que la terminologia utilizada en el presente
documento unicamente tiene el fin de describir realizaciones particulares, y no se pretende que sea limitante, ya que
el alcance de la presente invencion se define por las reivindicaciones.

A menos que se defina de otro modo, todos los términos y frases utilizadas en el presente documento incluyen que
los términos y las frases que son habituales en la técnica, salvo que se indique claramente lo contrario o sea
claramente evidente a partir del contexto en el que se usa un término o frase. Aunque puede usarse cualquier
método y material similar o equivalente a los descritos en el presente documento en la practica o ensayo de la
presente invencion, a continuacién, se describen métodos y materiales particulares.

La expresién "sustancial" o "sustancialmente" cuando se usa para referirse a una cantidad de segmentos génicos
(por ejemplo, "sustancialmente todos" los segmentos génicos V) incluye segmentos génicos tanto funcionales como
no funcionales e incluye, en varios aspectos, por ejemplo, un 80 % o0 mas, un 85 % o mas, un 90 % o mas, un 95 %
0 mas, un 96 % o mas, un 97 % o mas, un 98 % o mas, o un 99 % o mas de todos los segmentos génicos; en varios
aspectos, "sustancialmente todos" los segmentos génicos incluyen, por ejemplo, al menos un 95 %, 96 %, 97 %, 98
% 0 99 % de segmentos génicos funcionales (es decir, no pseudogénicos).

El término "reemplazo” incluye en donde una secuencia de ADN se coloca en el genoma de una célula de tal manera
que reemplaza una secuencia dentro del genoma con una secuencia heteréloga (por ejemplo, una secuencia
humana en un ratén), en el locus de la secuencia genémica. La secuencia de ADN asi colocada puede incluir una o
mas secuencias reguladoras que son parte del ADN fuente utilizado para obtener la secuencia asi colocada (por
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ejemplo, promotores, potenciadores, regiones no traducidas en 5 o 3', secuencias sefial de recombinacién
apropiadas, etc.). Por ejemplo, en varios aspectos, el reemplazo es una sustitucion de una secuencia enddégena por
una secuencia heteréloga que da como resultado la producciéon de un producto génico a partir de la secuencia de
ADN asi colocada (que comprende la secuencia heterdloga), pero no la expresion de la secuencia enddgena; el
reemplazo es de una secuencia gendémica endégena con una secuencia de ADN que codifica una proteina que tiene
una funcioén similar a una proteina codificada por la secuencia genémica enddgena (por ejemplo, la secuencia
gendmica endégena codifica un gen o dominio de inmunoglobulina, y el fragmento de ADN codifica uno 0 mas genes
o dominios humanos de inmunoglobulina). En diversos aspectos, un gen enddégeno o fragmento del mismo se
sustituye con un gen humano correspondiente o fragmento del mismo. Un gen humano correspondiente o fragmento
del mismo es un gen o fragmento humano que es un ortélogo de, un homdlogo de, o es sustancialmente idéntico o el
mismo en estructura y/o funcién, que el gen endégeno o fragmento del mismo que se sustituye.

El ratén como modelo genético se ha mejorado en gran medida mediante tecnologias transgénicas y de
desactivacion, que han permitido el estudio de los efectos de la sobreexpresion o eliminacién dirigida de genes
especificos. A pesar de todas sus ventajas, el raton ain presenta obstaculos genéticos que lo convierten en un
modelo imperfecto para enfermedades humanas y una plataforma imperfecta para probar tratamientos humanos o
hacerlos. Primero, aunque aproximadamente un 99 % de los genes humanos tienen un homdlogo de ratéon
(Waterston et al. 2002, Initial sequencing and comparative analysis of the mouse genome, Nature 420:520-562), los
posibles tratamientos a menudo fallan en la reaccién cruzada o reaccion cruzada inadecuada, con ortélogos de ratén
de las dianas humanas previstas. Para evitar este problema, los genes diana seleccionados se pueden "humanizar",
esto es, el gen de ratdn puede eliminarse y reemplazarse por la secuencia génica ortdloga humana correspondiente
(por ejemplo, los documentos US 6.586.251, US 6.596.541 y US 7.105.348). Inicialmente, los esfuerzos para
humanizar genes de ratones mediante una estrategia de "humanizacién de inactivacion mas transgénica" implicaban
cruzar un ratéon que portaba una eliminacion (es decir, inactivado) del gen endégeno con un ratéon que portaba un
transgén humano integrado aleatoriamente (véase, por ejemplo, Bril et al., 2006, Tolerance to factor VIl in a
transgenic mouse expressing human factor VIII cDNA carrying an Arg(593) to Cys substitution, Thromb Haemost
95:341-347; Homanics et al., 2006, Production and characterization of murine models of classic and intermediate
maple syrup urine disease, BMC Med Genet 7:33; Jamsai et al., 2006, A humanized BAC transgenic/knockout
mouse model for HbE/beta-thalassemia, Genomics 88(3):309-15; Pan et al., 2006, Different role for mouse and
human CD3delta/epsilon heterodimer in preT cell receptor (preTCR) function:human CD3delta/epsilon heterodimer
restores the defective preTCR function in CD3 gamma- and CD3 gammadelta-deficient mice, Mol Immunol 43:1741-
1750). Pero esos esfuerzos se vieron obstaculizados por limitaciones de tamafo; las tecnologias de inactivacion
convencionales no fueron suficientes para reemplazar directamente los genes grandes de ratdén con sus grandes
homadlogos gendmicos humanos. Raramente se intenta un enfoque sencillo de reemplazo homdlogo directo, en el
que un gen enddgeno de ratén se reemplaza directamente por el gen homdlogo humano en la misma ubicacién
genética precisa del gen de ratdon (es decir,en el locus endégeno de raton), debido a dificultades técnicas. Hasta
ahora, los esfuerzos de reemplazo directo implicaban procedimientos elaborados y onerosos, lo que limitaba la
longitud del material genético que podia manejarse y la precisioén con la que podia manipularse.

Los transgenes humanos de inmunoglobulina introducidos exdgenamente se reordenan en linfocitos B precursores
en ratones (Alt et al., 1985, Immunoglobulin genes in transgenic mice, Trends Genet 1:231-236). Este hallazgo fue
explotado por ratones genomanipulados utilizando el enfoque inactividad-mas-transgénicos para expresar
anticuerpos humanos (Green et al., 1994, Antigen-specific human monoclonal antibodies from mice engineered with
human Ig heavy and light chain YACs, Nat Genet 7:13-21; Lonberg et al., 1994, Antigen-specific human antibodies
from mice comprising four distinct genetic modifications, Nature 368:856-859; Jakobovits et al., 2007, From
XenoMouse technology to panitumumab, the first fully human antibody product from transgenic mice, Nat Biotechnol
25:1134-1143). La cadena pesada de inmunoglobulina de ratén y los loci de cadena ligera k se inactivaron en estos
ratones mediante la eliminacion dirigida de porciones pequefas pero criticas de cada locus endégeno, seguido de la
introduccion de loci génicos humanos de inmunoglobulina como grandes transgenes aleatoriamente integrados,
como se describié anteriormente, o minicromosomas (Tomizuka et al., 2000, Double trans-chromosomic mice:
maintenance of two individual human chromosome fragments containing Ig heavy and kappa loci and expression of
fully human antibodies, PNAS USA 97:722-727). Dichos ratones representaron un avance importante en ingenieria
genética; los anticuerpos monoclonales completamente humanos aislados de ellos produjeron un posible tratamiento
prometedor para tratar una variedad de enfermedades humanas (Gibson et al., 2006, Randomized phase Il trial
results of panitumumab, a fully human anti-epidermal growth factor receptor monoclonal antibody, in metastatic
colorectal cancer, Clin Colorectal Cancer 6:29-31; Jakobovits et al., 2007; Kim et al., 2007, Clinical efficacy of
zanolimumab (HuMax-CD4): two Phase |l studies in refractory cutaneous T-cell lymphoma, Blood 109(11):4655-62;
Lonberg, 2005, Human antibodies from transgenic animals, Nat Biotechnol 23:1117-1125; Maker et al., 2005, Tumor
regression and autoimmunity in patients treated with cytotoxic T lymphocyte-associated antigen 4 blockade and
interleukin 2: a phase /Il study, Ann Surg Oncol 12:1005-1016; McClung et al., 2006, Denosumab in postmenopausal
women with low bone mineral density, New Engl J Med 354:821-831). Pero, tal como se ha tratado anteriormente,
estos ratones exhiben un desarrollo comprometido de linfocitos B y deficiencias inmunitarias en comparacién con los
ratones de tipo silvestre. Dichos problemas potencialmente limitan la capacidad de los ratones para soportar una
respuesta humoral vigorosa y, por consiguiente, generar anticuerpos completamente humanos contra algunos
antigenos. Las deficiencias pueden deberse a una funcionalidad ineficaz debido a la introduccién aleatoria de los
transgenes de inmunoglobulina humanos y la expresion incorrecta resultante debido a la falta de elementos de
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control cadena arriba y cadena abajo (Garrett et al., 2005, Chromatin architecture near a potential 3' end of the IgH
locus involves modular regulation of histone modifications during B-Cell development and in vivo occupancy at CTCF
sites, Mol Cell Biol 25:1511-1525; Manis et al., 2003, Elucidation of a downstream boundary of the 3' IgH regulatory
region, Mol Immunol 39:753-760; Pawlitzky et al., 2006, Identification of a candidate regulatory element within the 5'
flanking region of the mouse IgH locus defined by pro-B cell-specific hypersensitivity associated with binding of PU.1,
Pax5, and E2A, J Immunol 176:6839-6851), interacciones entre especies ineficaces entre dominios constantes
humanos y componentes de ratén del complejo de sefializacion del receptor de linfocitos B en la superficie celular,
que pueden afectar los procesos de sefalizacidon necesarios para la maduracion, proliferacion y supervivencia
normal de linfocitos B (Hombach et al., 1990, Molecular components of the B-cell antigen receptor complex of the
IgM class, Nature 343:760-762), e interacciones entre especies ineficaces entre inmunoglobulinas humanas solubles
y receptores de Fc de ratdén que podrian reducir la seleccion de afinidad (Rao et al., 2002, Differential expression of
the inhibitory 1I9G Fc receptor FcgammaRIIB on germinal center cells: implications for selection of high-affinity B cells,
J Immunol 169:1859-1868) y concentraciones séricas de inmunoglobulina (Brambell et al., 1964, A Theoretical Model
of Gamma-Globulin Catabolism, Nature 203:1352-1354; Junghans y Anderson, 1996, The protection receptor for IgG
catabolism is the beta2-microglobulin-containing neonatal intestinal transport receptor, PNAS USA 93:5512-5516;
Rao et al., 2002; Hjelm et al., 2006, Antibody-mediated regulation of the immune response, Scand J Immunol 64:177-
184; Nimmerjahn y Ravetch, 2007, Fc-receptors as regulators of immunity, Adv Immunol 96:179-204). Estas
deficiencias pueden corregirse mediante la humanizacién in situ de solo las regiones variables de los loci de
inmunoglobulina de ratén dentro de sus ubicaciones naturales en los loci enddégenos de cadena pesada y ligera.
Esto daria como resultado de manera eficaz ratones que producen anticuerpos "quiméricos inversos" (es decir, V
humano:C de ratén) que serian capaces de interacciones y seleccion normales con el entorno del ratén basandose
en la retencion de las regiones constantes de raton. Tomando este enfoque, se puede construir una versiéon
particular de un locus humanizado en funcién de la complejidad del locus quimérico que se desee. Ademas, dichos
anticuerpos quiméricos inversos pueden reformatearse facilmente en anticuerpos completamente humanos con fines
terapéuticos.

Los animales genéticamente modificados que comprenden una insercién o un reemplazo en el locus endégeno de
cadena pesada de inmunoglobulina con secuencias heterdlogas de inmunoglobulina (por ejemplo, de otra especie)
pueden hacerse junto con inserciones o reemplazos en loci endégenos de cadena ligera de inmunoglobulina o junto
con transgenes de cadena ligera de inmunoglobulina (por ejemplo, transgenes quiméricos de cadena ligera de
inmunoglobulina o completamente humano completamente de raton, etc.). Las especies de las cuales proceden las
secuencias heterdlogas de cadena pesada de inmunoglobulina pueden variar ampliamente; como con las
secuencias de cadena ligera de inmunoglobulina empleadas en reemplazos de secuencia de cadena ligera de
inmunoglobulina o transgenes de cadena ligera de inmunoglobulina. Ejemplos de secuencias heterélogas de cadena
pesada de inmunoglobulina incluyen secuencias humanas.

Las secuencias de acido nucleico de region variable de inmunoglobulina, por ejemplo, segmentos V, D y/o J, se
obtienen en diversos aspectos de un animal humano o no humano. Los animales no humanos adecuados para
proporcionar segmentos V, D y/o J incluyen, por ejemplo, peces 6seos, peces cartilaginosos tales como tiburones y
rayas, anfibios, reptiles, mamiferos, aves (por ejemplo, pollos). Los animales no humanos incluyen, por ejemplo,
mamiferos. Los mamiferos incluyen, por ejemplo, primates no humanos, cabras, ovejas, cerdos, perros, bovino (por
ejemplo, vaca, toro, bufalo), ciervo, camellos, hurones y roedores y primates no humanos (por ejemplo, chimpancés,
orangutanes, gorilas, tities, macaco de la India, babuinos). Los animales no humanos adecuados se seleccionan de
la familia de roedores que incluyen ratas, ratones y hamsteres. En un aspecto, los animales no humanos son
ratones. Como se desprende del contexto, se pueden usar varios animales no humanos como fuentes de dominios
variables o segmentos génicos de region variable (por ejemplo, tiburones, rayas, mamiferos, por ejemplo, camellos,
roedores tales como ratones y ratas).

De acuerdo con el contexto, los animales no humanos también se usan como fuentes de secuencias de region
constante para usarse en conexién con secuencias o segmentos variables, por ejemplo, secuencias constantes de
roedores se pueden usar en transgenes unidos operativamente a secuencias variables humanas o no humanas (por
ejemplo, secuencias variables de primates humanas o no humanas unidas operativamente a, por ejemplo,
secuencias constantes de roedor, por ejemplo, ratdon o rata o hamster). Por lo tanto, en varios aspectos, los
segmentos V, D y/o J humanos estan unidos operativamente a secuencias génicas de region constante de roedores
(por ejemplo, ratones, ratas o hdmsteres). En algunos aspectos, los segmentos V, D y/o J humanos (0 uno o mas
genes VDJ o VJ reordenados) estan unidos operativamente o fusionados a una secuencia génica de region
constante de raton, rata o hamster en, por ejemplo, un transgen integrado en un locus que no es un locus endégeno
de inmunoglobulina.

En un aspecto especifico, se describe un ratéon que comprende un reemplazo de segmentos génicos Vi, DH y Ju en
un locus endégeno de cadena pesada de inmunoglobulina con un unico V4 humano, uno o mas Du, y uno 0 mas
segmentos génicos Ju, en donde el Unico V4 humano, el uno o mas Dy, y el uno 0 mas segmentos génicos Jy estan
unidos operativamente a un gen endégeno de cadena pesada de inmunoglobulina; en donde el ratén comprende un
transgen en un locus distinto de un locus endégeno de inmunoglobulina, en donde el transgén comprende un
segmento génico VL humano y J. humano no reordenado o reordenado unido operativamente a una region
constante de raton o rata o humana. En diversos aspectos, el Unico segmento génico Vi humano es un segmento
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génico polimoérfico. En un aspecto, el unico segmento génico Vi humano es un segmento génico Vu1-69 humano o
un segmento génico Vx1-2 humano.

Se describe un método para el reemplazo genético in situ del locus génico variable de cadena pesada de
inmunoglobulina de la linea germinal de raton con un locus restringido de cadena pesada de inmunoglobulina de la
linea germinal humana y el reemplazo de los loci génicos variables de cadena ligera k de inmunoglobulina de la linea
germinal de ratéon con loci de cadena ligera k de inmunoglobulina de la linea germinal humana, mientras que se
mantiene la capacidad de los ratones para generar descendencia. Especificamente, se describe el reemplazo
preciso de seis megabases de los loci génicos variables de cadena pesada y de cadena ligera k de inmunoglobulina
de ratén con secuencias humanas de cadena pesada y de cadena ligera k de inmunoglobulina, mientras se dejan
intactas las regiones constantes del raton. Como resultado, se han creado ratones que tienen un reemplazo preciso
de todo su repertorio variable de inmunoglobulina de linea germinal con secuencias variables de inmunoglobulina de
linea germinal humana, mientras se mantienen regiones constantes de raton. Las regiones variables humanas estan
unidas a regiones constantes de raton para formar loci quiméricos de raton-humano de inmunoglobulina que se
reordenan y expresan a niveles fisioldgicamente apropiados. Los anticuerpos expresados son "quimeras inversas",
es decir, comprenden secuencias de region variable humana y secuencias de region constante de raton.

Los ratones genéticamente modificados descritos en el presente documento exhiben un sistema inmunitario humoral
completamente funcional y proporcionan una fuente abundante de secuencias humanas de regién variable de
inmunoglobulina maduradas por afinidad natural para producir anticuerpos farmacéuticamente aceptables y otras
proteinas de union a antigeno que son eficaces para combatir antigenos patdégenos, por ejemplo, antigenos viricos.

La genomanipulacion de secuencias humanas de inmunoglobulina en el genoma de un raton, incluso en ubicaciones
precisas, por ejemplo, en los loci endégenos de inmunoglobulina de ratén, puede presentar determinados desafios
debido a la evolucion divergente de los loci de inmunoglobulina entre el ratéon y el hombre. Por ejemplo, las
secuencias intergénicas intercaladas dentro de los loci de inmunoglobulina no son idénticas entre ratones y seres
humanos y, en algunas circunstancias, pueden no ser funcionalmente equivalentes. Las diferencias entre ratones y
seres humanos en sus loci de inmunoglobulina aun pueden dar como resultado anormalidades en ratones
humanizados, particularmente cuando se humanizan o manipulan determinadas porciones de loci endégenos de
cadena pesada de inmunoglobulina de ratén. Algunas modificaciones en los loci de cadena pesada de
inmunoglobulina de ratén son perjudiciales. Las modificaciones perjudiciales pueden incluir, por ejemplo, la pérdida
de la capacidad de los ratones modificados para aparearse y producir descendencia. En diversos aspectos, la
genomanipulacién de secuencias humanas de inmunoglobulina en el genoma de un ratén incluye métodos que
mantienen secuencias endégenas que, cuando estan ausentes en cepas de ratén modificadas, son perjudiciales.
Los efectos perjudiciales ejemplares pueden incluir la incapacidad de propagar cepas modificadas, la pérdida de la
funcion de genes esenciales, la incapacidad de expresar polipéptidos, etc. Dichos efectos perjudiciales pueden estar
relacionados directa o indirectamente con la modificacion disefiada en el genoma del ratén.

A pesar de la funcién inmunitaria humoral casi de tipo silvestre observada en ratones con loci humanizados de
inmunoglobulina, existen otros desafios encontrados cuando se emplea un reemplazo directo de secuencias de
inmunoglobulina que no se encuentran en algunos enfoques que emplean transgenes integrados aleatoriamente.
Las diferencias en la composicion genética de los loci de inmunoglobulina entre ratones y seres humanos ha
conducido al descubrimiento de secuencias beneficiosas para la propagacién de ratones con segmentos génicos
reemplazados de inmunoglobulina. Especificamente, los genes ADAM de ratén ubicados dentro del locus endégeno
de inmunoglobulina estan presentes de manera 6ptima en ratones con loci reemplazados de inmunoglobulina,
debido a su papel en la fertilidad.

Se realizé un reemplazo preciso e in situ de seis megabases de las regiones variables de los loci de cadena pesada
de inmunoglobulina de ratéon (Vu-Dr-JH) con un locus humano restringido de cadena pesada de inmunoglobulina,
dejando las secuencias de raton flanqueantes intactas y funcionales dentro de loci hibridos, que incluyen todos los
genes de cadena constante de ratéon y regiones de control transcripcional de locus (Figura 1 y Figura 8). Se
realizaron etapas de genomanipulacion adicionales para mantener secuencias de ratén que confieren al ratén la
capacidad de aparearse y producir descendencia de una manera comparable a un ratén de tipo silvestre (Figura 9 y
Figura 10). Especificamente, se introdujeron un unico Vi humano, 27 Du, y seis segmentos génicos Ju y genes
ADAMG6 de ratdén a través de vectores de direccionamiento BAC quiméricos en células ME de ratdén usando
tecnologia de ingenieria genética VELOCIGENE® (véase, por ejemplo, la patente de los EE.UU. 6.586.251 y
Valenzuela et al., 2003, High-throughput engineering of the mouse genome coupled with high-resolution expression
analysis, Nat Biotechnol 21:652-659).

Ratones con segmentos génicos restringidos variables de cadena pesada de inmunoglobulina

Se describen animales no humanos que comprenden loci de inmunoglobulina que comprenden un numero
restringido de genes Vh, y uno o mas genes D y uno o mas genes J, al igual que los métodos para fabricarlos y
usarlos. Cuando se inmunizan con un antigeno de interés, los animales no humanos generan poblaciones de
linfocitos B con regiones variables de anticuerpo procedentes solo del gen V4 restringido y preseleccionado o de un
conjunto de genes Vn (por ejemplo, un gen Vu preseleccionado y sus variantes). En diversos aspectos, se describen
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animales no humanos que generan poblaciones de linfocitos B que expresan dominios variables de anticuerpos
humanos que son dominios humanos variables de cadena pesada, junto con dominios humanos variables de cadena
ligera afines. En diversos aspectos, los animales no humanos reordenan segmentos génicos humanos variables de
cadena pesada y segmentos génicos humanos variables de cadena ligera a partir de loci endégenos modificados de
inmunoglobulina de raton que comprenden un reemplazo o inserciéon de las secuencias de region variable no
reordenadas no humanas con secuencias de region variable no reordenadas humanas.

Los primeros trabajos sobre la organizacion, estructura y funcién de los genes de inmunoglobulina se realizaron en
parte en ratones con loci endégenos inactivados y se genomanipularon para tener loci transgénicos (colocados
aleatoriamente) con genes humanos parciales de inmunoglobulina, por ejemplo, un repertorio parcial de genes
humanos de cadena pesada unido con un gen constante humano, insertado aleatoriamente en el genoma, en
presencia o ausencia de un transgén humanos de cadenas ligera. Aunque estos ratones eran algo menos que
Optimos para producir anticuerpos utiles de alta afinidad, facilitaron determinados analisis funcionales de loci de
inmunoglobulina. Algunos de estos ratones tenian tan solo dos o tres, o incluso un unico, gen variable de cadena
pesada.

Los ratones que expresan cadenas pesadas de inmunoglobulina completamente humanas procedentes de un Unico
gen Vu5-51 humano y 10 genes Dn humanos y seis genes Ju humanos, con genes constantes humanos p y y1, en
un transgen insertado aleatoriamente (y loci endégenos inactivados de inmunoglobulina) se han informado (Xu y
Davis, 2000, Diversity in the CDR3 Region of VH Is Sufficient for Most Antibody Specificities, Immunity 13:37-45).
Las cadenas pesadas de inmunoglobulina completamente humanas de estos ratones se expresan principalmente
con una de las dos cadenas ligeras A completamente de ratéon procedentes del locus endégeno de cadena ligera A
de raton (solo VA1-JAM o VA2-JA2), y no pueden expresar ninguna cadena ligera k (los ratones son Igk™). Estos
ratones exhiben disfuncion severamente anormal en el desarrollo de linfocitos B y la expresion de anticuerpos.
Segun se informa, los numeros de linfocitos B son un 5-10 % de los tipos de tipo silvestre, los niveles de IgM un 5-10
% de los de tipo silvestre, y los niveles de IgG1 son solo un 0,1-1 % de los de tipo silvestre. El repertorio de IgM
observado revelé una diversidad de unién altamente restringida. Las cadenas pesadas completamente humanas
muestran una longitud de CDR3 en gran medida idéntica en todos los antigenos, el mismo uso de Ju (J12) en todos
los antigenos y un resto Q de unién inicial, lo que refleja una determinada falta de diversidad de CDRS3. Las cadenas
ligeras A completamente de raton casi todas tenian una sustitucién W96L en JA1 como resto de unién inicial. Segun
los informes, los ratones no pueden generar ningun anticuerpo contra el polisacarido bacteriano. Debido a que los
dominios variables humanos se acoplan con cadenas ligeras de ratén, la utilidad de las regiones variables humanas
es muy limitada.

Se han informado de otros ratones que tienen un Unico gen humano Vux3-23, genes humanos Dy y J1 y genes de
cadena ligera de ratén, pero exhiben una diversidad limitada (y, por lo tanto, una utilidad limitada) debido en parte al
posible mal emparejamiento entre dominios Vi humanos y VL de ratén (véase, por ejemplo, Mageed et al., 2001,
Rearrangement of the human heavy chain variable region gene V3-23 in transgenic mice generates antibodies
reactive with a range of antigens on the basis of VHCDR3 and residues intrinsic to the heavy chain variable region,
Clin. Exp. Immunol. 123:1-5). Del mismo modo, los ratones que llevan dos genes Vn (3-23 y 6-1) junto con los genes
humanos Du y Ju en un transgen que contiene el gen humano constante y (Bruggemann et al., 1991, Human
antibody production in transgenic mice: expression from 100kb of the human IgH locus, Eur. J. Immmunol. 21:1323-
1326) y los expresan en cadenas IgM humanas con cadenas ligeras de raton pueden exhibir un repertorio limitado
por mal emparejamiento (Mackworth-Young et al., 2003, The role of antigen in the selection of the human V3-23
immunoglobulin heavy chain variable region gene, Clin. Exp. Immunol. 134:420-425).

También se han informado de otros ratones transgénicos que expresan cadenas pesadas totalmente humanas
restringidas a Vu a partir de un transgen humano insertado aleatoriamente en el genoma, con un repertorio A
humano limitado expresado a partir de un transgen insertado aleatoriamente completamente humano, (véase, por
ejemplo, Taylor et al., 1992, A transgenic mouse that expresses a diversity of human sequence heavy and light chain
immunoglobulins, Nucleic Acids Res. 20(23):6287-6295; Wagner et al., 1994, Antibodies generated form human
immunoglobulin miniloci in transgenic mice, Nucleic Acids Res. 22(8):1389-1393). Sin embargo, se sabe que los
ratones transgénicos que expresan anticuerpos completamente humanos a partir de transgenes integrados
aleatoriamente en el genoma de raton, y que comprenden loci endégenos dafados, exhiben diferencias sustanciales
en la respuesta inmunitaria en comparacion con los ratones de tipo silvestre que afectan la diversidad de los
dominios variables de anticuerpo obtenibles a partir de dicho raton.

Los animales no humanos utiles que generan una poblacién diversa de linfocitos B que expresan dominios variables
de anticuerpos humanos a partir de un repertorio génico restringido Vi y uno o mas genes D y uno o mas genes J
seran capaces de generar, preferentemente en algunos aspectos, repertorios de genes de region variable
reordenados que seran suficientemente variados. En diversos aspectos, la diversidad incluye diversidad de union,
hipermutaciéon somatica y diversidad polimorfica en la secuencia génica Vu (para aspectos en donde los genes Vu
estan presentes en formas polimorficas). La diversidad combinatoria ocurre en el emparejamiento del gen Vu con
uno de una pluralidad de dominios humanos variables de cadena ligera afines (que, en varios aspectos, comprenden
diversidad de unién y/o hipermutaciones somaticas).
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Los animales no humanos que comprenden un repertorio génico Vi humanos restringidos y un repertorio génico Vi
humano completo o sustancialmente completo generaran, en diversos aspectos, poblaciones de linfocitos B que
reflejan las diversas fuentes de diversidad, como la diversidad de unién (por ejemplo, VDJ, unién VJ, adiciones P,
adiciones N), diversidad combinatoria (por ejemplo, cadenas ligeras humanas, cadenas pesadas humanas
restringidas a Vw afines) e hipermutaciones somaticas. En aspectos que comprenden una restriccion del repertorio
de Vx a un gen Vy humano, el gen V4 humano puede estar presente en dos 0 mas variantes. En diversos aspectos,
la presencia de dos o mas formas polimorficas de un gen Vu enriquecera la diversidad de los dominios variables de
la poblacién de linfocitos B.

Las variaciones en las secuencias de la linea germinal de los segmentos génicos (por ejemplo, genes V) contribuyen
a la diversidad de la respuesta de anticuerpos en seres humanos. La contribucion relativa a la diversidad debido a
las diferencias en la secuencia génica V varia entre los genes V.

El grado de polimorfismo varia entre las familias de genes y se refleja en una pluralidad de haplotipos (tramos de
secuencia con polimorfismos heredados conjuntamente) capaces de generar una mayor diversidad como se observa
en las diferencias de haplotipos Vx entre individuos relacionados y no relacionados en la poblacién humana (véase,
por ejemplo, Souroujon et al., 1989, Polymorphisms in Human H Chain V Region Genes from the VHIII Gene Family,
J. Immunol. 143(2):706-711). Algunos han sugerido, en base a datos de familias de genes V1 humanos polimérficos
particularmente, que la diversidad de haplotipos en la linea germinal es un contribuyente importante a la
heterogeneidad génica Vu en la poblacion humana, que se refleja en la gran diversidad de diferentes genes Vu de
linea germinal en la poblacién humana (véase, Sasso et al., 1990, Prevalence and Polymorphism of Human VH3
Genes, J. Immunol. 145(8):2751-2757).

Aunque la poblacion humana muestra una gran diversidad de haplotipos con respecto al repertorio génico Vu debido
al polimorfismo generalizado, determinados polimorfismos se reflejan en alelos prevalentes (es decir, conservados)
observados en la poblacion humana (Sasso et al., 1990). El polimorfismo de Vu se puede describir en dos formas
principales. La primera es la variaciéon que surge de la variacion alélica asociada con diferencias entre la secuencia
de nucledtidos entre alelos del mismo segmento génico. La segunda surge de las numerosas duplicaciones,
inserciones y/o deleciones que se han producido en el locus de cadena pesada de inmunoglobulina. Esto ha dado
como resultado una situacion unica en la que los genes Vu procedentes mediante duplicacion de genes idénticos
difieren de sus alelos respectivos por una o mas sustituciones de nucledtidos. Esto también influye directamente en
el numero de copias de genes V4 en el locus de cadena pesada.

Los alelos polimorficos de los segmentos génicos humanos variables de cadena pesada de inmunoglobulina (genes
V) han sido en gran parte el resultado de la insercién/eliminacién de segmentos génicos y diferencias de un unico
nucleétido dentro de las regiones codificantes, los cuales tienen el potencial de tener consecuencias funcionales en
la molécula de inmunoglobulina. La Tabla 1 expone los genes Vu funcionales enumerados por la familia de genes Vn
humanos y el numero de alelos identificados para cada gen Vu en el locus humano de cadena pesada de
inmunoglobulina. Hay algunos hallazgos que sugieren que los genes Vy polimdrficos han sido implicados en la
susceptibilidad a determinadas enfermedades tales como, por ejemplo, artritis reumatoide, mientras que en otros
casos un vinculo entre V4 y una enfermedad ha sido menos claro. Esta ambigiiedad se ha atribuido al numero de
copias y la presencia de varios alelos en diferentes poblaciones humanas. De hecho, varios genes Vi humanos
demuestran una variacion en el ndmero de copias (por ejemplo, Vu1-2, Vu1-69, Vu2-26, Vu2 -70, y Vu3 -23). En
diversos aspectos, los ratones humanizados como se describen en el presente documento con repertorios de VH
restringidos comprenden multiples variantes polimérficas de un miembro de la familia del Unico Vu (por ejemplo, dos
0 mas variantes polimoérficas de Vu1-2, Vu1-69, VH2-26, V42 -70 o V13 -23, que reemplazan todos o sustancialmente
todos los segmentos funcionales Vi de ratén en un locus enddgeno de ratén. En un aspecto especifico, las dos o
mas variantes polimorficas de ratones descritas en el presente documento estan en niumero hasta e incluyendo el
numero indicado para el miembro de la familia Vu correspondiente en la Tabla 1 (por ejemplo, para Vu1-69, 13
variantes; para Vu1-2, cinco variantes; etc.).

Las variantes comunmente observadas de genes Vi humanos particulares se conocen en la materia. Por ejemplo,
uno de los polimorfismos mas complejos en el locus Vu pertenece al gen Vu1-69. El gen humano Vx1-69 tiene 13
alelos informados (Sasso et al., 1993, A fetally expressed immunoglobulin VH1 gene belongs to a complex set of
alleles, Journal of Clinical Investigation 91:2358-2367; Sasso et al., 1996, Expression of the immunoglobulin VH gene
51p1 is proportional to its germline gene copy number, Journal of Clinical Investigation 97(9):2074-2080) y existe en
al menos tres haplotipos que llevan duplicaciones del gen Vu1-69, lo que da como resultado mdltiples copias del gen
Vi en un locus dado. Estos alelos polimérficos incluyen diferencias en las regiones determinantes de
complementariedad (CDR), que pueden influir dramaticamente en la especificidad del antigeno. La Tabla 2 establece
los alelos informados para los genes Vu1-69 humanos y Vu1-2 humanos y las SEC ID NO para las secuencias de
ADN vy proteinas de las regiones variables maduras de cadena pesada.

El ADN gendmico representativo y las secuencias de proteinas de longitud completa de un gen Vu1-69 se exponen
enla SEQ ID NO: 4 y la SEQ ID NO: 5, respectivamente. La Figura 5 y la Figura 6 establecen alineamientos de ADN
y proteinas de trece alelos Vu1-69 informados, respectivamente. Las secuencias de ADN y proteinas representativas
de un gen VH1-2 se exponen en la SEQ ID NO: 63 y la SEQ ID NO: 64, respectivamente. La Figura 8 y la Figura 9
establecen alineamientos de ADN y proteinas de cinco alelos Vu1-2 informados, respectivamente. La Figura 7 y la
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Figura 10 establecen una matriz de porcentaje de identidad/similitud para secuencias de proteinas alineadas que
corresponden a ftrece alelos Vh1-69 humanos informados y cinco alelos Vu1-2 humanos informados,
respectivamente. En diversos aspectos, el locus modificado descrito en el presente documento comprende un gen
Vu seleccionado de la Tabla 1, presente en dos o mas numeros de copias, en donde el numero de copias incluye
hasta e incluye el numero de alelos mostrados en la Tabla 1. En un aspecto, el locus modificado descrito en el
presente documento comprende un gen Vu1-69 o VH1-2 seleccionado de la Tabla 2, presente en dos 0 mas numeros
de copias, en donde el niumero de copias incluye hasta e incluye el nimero de alelos mostrados en la Tabla 1.

Tabla 1
Familia Vn Gen VH Alelos
1-2
1-3
1-8
1-18
Familia V1 1 1-24
1-45
1-46
1-58
1-69
2-5
Familia V1 2 2-26
2-70
3-7
3-9
3-11
3-13
3-15
3-16
3-20
3-21
3-23
3-30
3-30-3
3-30-5
3-33
3-35
3-38
3-43
3-48
3-49
3-53
3-64
3-66
3-72
3-73
3-74
4-4
4-28
4-30-1
4-30-2
4-30-4
4-31
4-34
4-39
4-59
4-61
Familia Vi 5 5-51
Familia V1 6 6-1
7-4-1
Familia V1 7 7-81
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Tabla 2
Alelo IgHV1-69 Numero de acceso  SEQ ID NO: (ADN/Proteina)
IgHV1-69*01 L22582 37/38
IgHV1-69*02 727506 39/40
IgHV1-69*03 X92340 41/42
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(continuacién)
Alelo IgHV1-69  Numero de acceso  SEQ ID NO: (ADN/Proteina)

IgHV1-69*04 M83132 43/44
IgHV1-69*05 X67905 45/46
IgHV1-69*06 L22583 47/48
IgHV1-69*07 729978 49/50
IgHV1-69*08 214309 51/52
IgHV1-69*09 214307 53/54
IgHV1-69*10 Z14300 55/56
IgHV1-69*11 214296 57/58
IgHV1-69*12 714301 59/60
IgHV1-69*13 714214 61/62
Alelo IgHV1-2 Numero de acceso  SEQ ID NO: (ADN/Proteina)
IgHV1-2*01 X07448 63/64
IgHV1-2*02 X62106 65/66
IgHV1-2*03 X92208 67/68
IgHV1-2*04 212310 69/70
IgHV1-2*05 HM855674 71172

Uso de genes variables de cadena pesada dependiente de antigeno

El uso preferencial dependiente de antigeno de los genes Vu puede explotarse en el desarrollo de tratamientos
humanos dirigidos a antigenos clinicamente significativos. La capacidad de generar un repertorio de dominios
variables de anticuerpos usando un gen Vu particular puede proporcionar una ventaja significativa en la busqueda de
dominios variables de anticuerpos de alta afinidad para usar en tratamientos humanos. Los estudios sobre el uso de
genes Vn de ratones y humanos indiferenciados en dominios variables de anticuerpos revelan que la mayoria de los
dominios variables de cadena pesada no proceden de ningun gen Vu particularmente Unico o utilizado de forma
dominante. Por otro lado, los estudios de respuesta de anticuerpos a determinados antigenos revelan que, en
algunos casos, una respuesta de anticuerpos particular muestra un uso sesgado de un gen Vu particular en el
repertorio de linfocitos B después de la inmunizacion.

Aunque el repertorio de V4 humano es bastante diverso, segun algunas estimaciones, la frecuencia esperada de uso
de cualquier gen Vu dado, suponiendo una seleccion aleatoria de genes Vu, es de aproximadamente un 2 %
(Brezinschek et al., 1995, Analysis of the Heavy Chain Repertoire of Human Peripheral B Cells Using Single-Cell
Polymerase Chain Reaction, J. Immunol. 155:190-202). Pero el uso de Vx en linfocitos B periféricos en seres
humanos esta sesgado. En un estudio, la abundancia del gen V funcional sigui6 el patrén Vi3 > Vu4 > V1 > V2 >
V5 > Vu6 (Davidkova et al., 1997, Selective Usage of VH Genes in Adult Human Lymphocyte Repertoires, Scand. J.
Immunol. 45:62-73). Un estudio inicial estimd que la frecuencia de uso de la familia Vu3 era de aproximadamente
0,65, mientras que la frecuencia de uso de la familia de Vi1 era de aproximadamente 0,15; estas y otras
observaciones sugieren que la complejidad de la linea germinal del repertorio Vi humano no se refleja con precisiéon
en el compartimento de linfocitos B periféricos en seres humanos que tienen un repertorio Vi de linea germinal
normal, una situacion similar a la observada en el ratdn, es decir, la expresion génica de V1 no es estocastica (Zouali
y These, 1991, Probing VH Gene-Family Utilization in Human Peripheral B Cells by In Situ Hybridization, J.

Immunol. 146(8):2855-2864). De acuerdo con un informe, el uso del gen Vu en seres humanos, de mayor a menor,
es Vu3 > Vud > Vu1 > Vub > V2 > Vu6; los reordenamientos en los linfocitos B periféricos revelan que el uso de la
familia Vi3 es mas alto de lo esperado en funciéon del numero relativo de genes Vu3 de la linea germinal
(Brezinschek et al., 1995). De acuerdo con otro informe, el uso de Vx en seres humanos sigue el patron Vi3 > Vy5 >
VH2 > Vu1 > V4 > V46, basado en el andlisis de linfocitos B pequefios inmunocompetentes periféricos activados por
mitégeno de hierba carmin (Davidkova et al., 1997, Selective Usage of VH Genes in Adult Human B Lymphocyte
Repertoires, Scand. J. Immunol. 45:62-73). Un informe afirma que entre los miembros de la familia Vu3 mas
utilizados se encuentran 3-23, 3-30 y 3-54 (Brezinschek et al., 1995). En la familia Vu4, los miembros 4-59 y 4-4b se
encontraron con mayor frecuencia (Id.), asi como 4-39 y 4-34 (Brezinscheck et al., 1997, Analysis of the Human VH
Gene Repertoire, J. Clin. Invest. 99(10):2488-2501). Otros postulan que el repertorio de cadena pesada activado
esta sesgado a favor de una alta expresion de Vu5 y una menor expresion de Vi3 (Van Dijk-Hard y Lundkvist, 2002,
Long-term kinetics of adult human antibody repertoires, Immunology 107:136-144). Otros estudios afirman que el gen
Vu mas utilizado en el repertorio humano adulto es Vn4-59, seguido de Vu3-23 y Vu3-48 (Arnaout et al., 2001, High-
Resolution Description of Antibody Heavy-Chain Repertoires in Humans, PLoS ONE 6(8):108). Aunque los estudios
de uso se basan en numeros de muestras relativamente pequefios y, por lo tanto, presentan una gran variacion, en
conjunto, los estudios sugieren que la expresién del gen V no es puramente estocastica. De hecho, estudios con
antigenos particulares han establecido que, en determinados casos, el conjunto esta firmemente apilado contra
determinados usos y en favor de otros.

Con el paso del tiempo, se hizo evidente que el repertorio observado de dominios variables de cadena pesada

humanos generados en respuesta a determinados antigenos esta altamente restringido. Algunos antigenos se
asocian casi exclusivamente con anticuerpos neutralizantes que tienen solo determinados genes Vu particulares, en
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el sentido de que los anticuerpos neutralizantes eficaces proceden esencialmente de un Unico gen Vx. Tal es el caso
de una serie de patdgenos humanos clinicamente importantes.

Se han observado cadenas pesadas procedentes de Vu1-69 en una variedad de repertorios de anticuerpos
especificos de antigeno de importancia terapéutica. Por ejemplo, Vu1-69 se observé con frecuencia en las
transcripciones de cadena pesada de un repertorio de IgE de linfocitos de sangre periférica en nifios pequefios con
enfermedad atoépica (Bando et al., 2004, Characterization of VHe gene expressed in PBL from children with atopic
diseases: detection of homologous VH1-69 derived transcripts from three unrelated patients, Immunology Letters
94:99-106). Las cadenas pesadas procedentes de V11-69 con un alto grado de hipermutaciéon somatica también se
producen en los linfomas de linfocitos B (Pérez et al., 2009, Primary cutaneous B-cell lymphoma is associated with
somatically hypermutated immunoglobulin variable genes and frequent use of VH1-69 and VH4-59 segments, British
Journal of Dermatology 162:611-618), mientras que algunas cadenas pesadas procedentes de Vu1-69 con
secuencias esencialmente de linea germinal (es decir, hipermutacion somatica escasa o nula) se han observado
entre autoanticuerpos en pacientes con trastornos sanguineos (Pos et al.,, 2008, VH1-69 germline encoded
antibodies directed towards ADAMTS13 in patients with acquired thrombotic thrombocytopenic purpura, Journal of
Thrombosis and Haemostasis 7:421-428).

Adicionalmente, se ha descubierto que los anticuerpos neutralizantes contra antigenos viricos como el VIH, la gripe y
la hepatitis C (VHC) utilizan secuencias procedentes de la linea germinal y/o de Vu1-69 mutadas somaticamente
(Miklos et al., 2000, Salivary gland mucosa-associated lymphoid tissue lymphoma immunoglobulin VH genes show
frequent use of V1-69 with distinctive CDR3 features, Blood 95(12):3878-3884; Kunert et al., 2004, Characterization
of molecular features, antigen-binding, and in vitro properties of IgG and IgM variants of 4E10, an anti-HIV type |
neutralizing monoclonal antibody, Aids Research and Human Retroviruses 20(7):755-762; Chan et al., 2001, VH1-69
gene is preferentially used by hepatitis C virus-associated B cell ymphomas and by normal B cells responding to the
E2 viral antigen, Blood 97(4):1023-1026; Carbonari et al., 2005, Hepatitis C virus drives the unconstrained
monoclonal expansion of VH1-69-expressing memory B cells in type Il cryoglobulinemia: A model of infection-driven
lymphomagenesis, Journal of Immunology 174:6532-6539; Wang y Palese, 2009, Universal epitopes of influenza
virus hemagglutinins?, Nature Structural & Molecular Biology 16(3):233-234; Sui et al., 2009, Structural and
functional bases for broad-spectrum neutralization of avian and human influenza A viruses, Nature Structural &
Molecular Biology 16(3):265-273; Marasca et al., 2001, Immunoglobulin Gene Mutations and Frequent Use of VH1-
69 and VH4-34 Segments in Hepatitis C Virus-Positive and Hepatitis C VirusNegative Nodal Marginal Zone B-Cell
Lymphoma, Am. J. Pathol. 159(1):253-261).

El sesgo de uso de Vi también se observa en la respuesta inmunitaria humoral a Haemophilus influenzae tipo b (Hib
PS) en seres humanos. Los estudios sugieren que la familia Vulll (la subfamilia Viub en particular, Vi9.1) caracteriza
exclusivamente la respuesta humoral humana a Hib PS, con diversos genes D y J (Adderson et al., 1991, Restricted
Ig H Chain V Gene Usage in the Human Antibody Response to Haemophilus influenzae Type b Capsular
Polysaccharide, J. Immunol. 147(5):1667-1674; Adderson et al., 1993, Restricted Immunoglobulin VH Usage and
VDJ Combinations in the Human Response to Haemophilus influenzae Type b Capsular Polysaccharide, J. Clin.
Invest. 91:2734-2743). Los genes Ju humanos también muestran un uso sesgado; Ju4 y Ju6 se observan a
aproximadamente un 38-41 % en linfocitos B periféricos en seres humanos (Brezinschek et al., 1995).

El uso de Vu en seres humanos infectados con VIH-1 esta sesgado contra el uso de Vu3 y esta a favor de las
familias de genes Vu1 y Vud (Wisnewski et al., 1996, Human Antibody Variable Region Gene Usage in HIV-1
Infection, J. Acquired Immune Deficiency Syndromes & Human Retroviology 11(1): 31-38). Sin embargo, el andlisis
de ADNc de la médula 6sea de pacientes afectados reveld un uso significativo de V143 no expresado en el repertorio
funcional de linfocitos B, donde los Fabs que reflejan el uso de Vu3 exhibieron una neutralizacion in vitro eficaz del
VIH-1 (Id.). Podria postularse que la respuesta inmunitaria humoral a la infeccion por VIH-1 posiblemente se atenua
debido a la restriccion de Vu; los animales no humanos modificados como se describe en el presente documento (no
infectables por VIH-1) podrian ser Utiles para generar dominios de anticuerpos neutralizantes procedentes de genes
Vy particulares presentes en los animales genéticamente modificados descritos en el presente documento, pero
procedentes de genes VH diferentes a los observados en el repertorio restringido de seres humanos afectados.

Por lo tanto, la capacidad de generar dominios variables de anticuerpos humanos de alta afinidad en ratones con
restriccion de Vu, por ejemplo, (restringido, por ejemplo, a un miembro de la familia de Vu3 y sus polimorfos)
inmunizados con VIH-1 podria proporcionar un recurso rico para disefiar tratamientos humanos neutralizantes del
VIH-1 eficaces mediante la extraccion minuciosa del repertorio restringido (por ejemplo, restringido a un miembro de
la familia Vu3 o sus variante(s)) de dicho ratén inmunizado.

La restriccion de la respuesta de anticuerpos humanos a determinados patdégenos puede reducir la probabilidad de
obtener regiones variables de anticuerpos de seres humanos afectados que pueden servir como trampolines para
disefiar anticuerpos neutralizantes de alta afinidad contra el patégeno. Por ejemplo, la respuesta inmunitaria humana
a la infeccion por VIH-1 esta restringida clonalmente a lo largo de la infeccion por VIH-1 y hacia la progresiéon del
SIDA (Muller et al., 1993, B-cell abnormalities in AIDS: stable and clonally restricted antibody response in HIV-1
infection, Scand. J. Immunol. 38:327-334; Wisnewski et al., 1996). Adicionalmente, los genes Vx en general no estan
presentes en todas las formas polimérficas en los individuos; determinados individuos en determinadas poblaciones
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poseen una variante, mientras que los individuos en otras poblaciones poseen una variante diferente. Por lo tanto, la
disponibilidad de un sistema bioldgico que esta restringido a un Unico gen Vu y sus variantes proporcionara, en
varios aspectos, una fuente de diversidad hasta ahora no explotada para generar regiones variables de anticuerpos
(por ejemplo, dominios humanos de cadena pesada y ligera afines) basados en un gen VH restringido.

Los ratones genéticamente modificados que expresan regiones variables de cadena pesada humanas con un uso
restringido del segmento génico VH son Utiles para generar un repertorio relativamente grande de regiones humanas
variables de cadena pesada de inmunoglobulina de alta afinidad con unién diversa, combinatoriamente diversa y
somaticamente mutadas de un repertorio restringido de otro modo. Un repertorio restringido, en este caso, se refiere
a una limitacién predeterminada en genes de la linea germinal que da como resultado que el ratén no pueda formar
un gen de cadena pesada reordenado que proceda de cualquier gen V que no sea un gen V preseleccionado. En
aspectos que emplean un gen V preseleccionado pero no un gen D y/o J preseleccionado, el repertorio esta
restringido con respecto a la identidad del gen V pero no del gen D y/o J. La identidad del gen V preseleccionado (y
cualquier gen D y/o J preseleccionado) no se limita a ningun gen V particular.

El disefio de un ratén para que reordene un unico gen Vu (presente como un uUnico segmento o un conjunto de
variantes) con una variedad de segmentos génicos D y J humanos (por ejemplo, segmentos D y JH) proporciona
una maquina de permutacion de diversidad de unién in vivo/diversidad combinatoria/hipermutacién somatica que se
puede utilizar para iterar mutaciones en secuencias resultantes de region variable de cadena pesada reordenadas
(por ejemplo, V/D/J o V/J, segun sea el caso). En dicho raton, el proceso de seleccion clonal opera para seleccionar
regiones variables adecuadas que se unen a un antigeno de interés que se basa en un unico gen Vu
preseleccionado (o variantes del mismo). Debido a que los componentes de seleccién clonal del raton estan
dedicados a la seleccion basada en el Unico segmento génico Vy preseleccionado, el ruido de fondo se erradica en
gran medida. Con una seleccion juiciosa del segmento génico Vu, se puede seleccionar un nimero relativamente
mayor de anticuerpos especificos de antigeno seleccionados clonalmente en un periodo de tiempo mas corto que
con un ratén con una gran diversidad de segmentos V.

La preseleccion y la restriccion de un ratéon a un unico segmento V proporciona un sistema para permutar las
uniones V/D/J a una velocidad que es, en varios aspectos, mas alta que la observada en ratones que de otro modo
tendrian hasta 40 o mas segmentos V para recombinar con regiones D y J. La eliminacién de otros segmentos V
libera el locus para formar mas combinaciones V/D/J para el segmento V preseleccionado que lo observado de otra
manera. El mayor nimero de transcripciones que resultan de la recombinacion del V preseleccionado con uno de
una pluralidad de D y uno de una pluralidad de segmentos J alimentara esas transcripciones en el sistema de
seleccion clonal en forma de prelinfocitos B, y el sistema de seleccidn clonal esta asi dedicado al ciclo de linfocitos B
que expresan la region V preseleccionada. De esta forma, el organismo puede seleccionar mas regiones V Unicas
procedentes del segmento V preseleccionado de lo que seria posible en un periodo de tiempo dado.

En diversos aspectos, se describen ratones que mejoran la diversidad de union de las recombinaciones V/D para la
region V preseleccionada, porque todas o sustancialmente todas las recombinaciones del locus variable de cadena
pesada de inmunoglobulina seran del segmento V preseleccionado y los segmentos D y J que se colocan en dichos
ratones. Por lo tanto, los ratones proporcionan un método para generar una diversidad de segmentos CDR3 usando
una base o un repertorio de genes Vu restringido.

Ubicacion genémica y funcion del raton ADAM6

Los ratones machos que carecen de la capacidad de expresar cualquier proteina ADAM6 funcional exhiben
sorprendentemente un defecto en la capacidad de los ratones para aparearse y generar descendencia. Los ratones
carecen de la capacidad de expresar una proteina ADAMG6 funcional en virtud de un reemplazo de todos o
sustancialmente todos los segmentos génicos de region variable de inmunoglobulina de ratén con segmentos
génicos humanos de region variable. La pérdida de la funcion ADAM6 se debe a que el locus ADAM6 se ubica
dentro de una regién del locus génico enddgeno de regién variable de cadena pesada de inmunoglobulina de ratén,
proximal al extremo 3' del locus del segmento génico Vu que estd cadena arriba de los segmentos génicos Du. Con
el fin de reproducir ratones que sean homocigotos para un reemplazo de todas o sustancialmente todas las
secuencias endogenas variables de cadena pesada de ratdon con una secuencia restringida de cadena pesada
humana, generalmente es un enfoque engorroso establecer machos y hembras que sean homocigotos para la
secuencia humana restringida de cadena pesada y aguardan un apareamiento productivo. Las camadas exitosas
son bajas en frecuencia y tamafo. En cambio, los machos heterocigotos para la secuencia humana restringida de
cadena pesada se han empleado para aparearse con hembras homocigotas para el reemplazo para generar una
progenie que sea heterocigota para la secuencia humana restringida de cadena pesada, criandose luego un ratén
homocigoto a partir de la misma. Los inventores han determinado que la causa probable de la pérdida de fertilidad
en los ratones machos es la ausencia en los ratones machos homocigotos de una proteina ADAM®6 funcional.

En diversos aspectos, los ratones machos que comprenden un gen ADAMG6 dafado (es decir, no funcional o
marginalmente funcional) exhiben una reduccién o eliminacion de la fertilidad. Debido a que en los ratones (y otros
roedores) el gen ADAM6 se ubica en el locus de cadena pesada de inmunoglobulina, los inventores han
determinado que para propagar ratones, o crear y mantener una cepa de ratones, que comprende un locus
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humanizado de cadena pesada de inmunoglobulina, se emplean varios esquemas de reproduccién o propagacion
modificados. La baja fertilidad, o infertilidad, de ratones machos homocigotos para un locus génico humanizado
variable de cadena pesada de inmunoglobulina hace que sea dificil mantener dicha modificacion en una cepa de
raton. En diversos aspectos, mantener la cepa comprende evitar los problemas de infertilidad exhibidos por los
ratones machos homocigotos para el locus humanizado de cadena pesada.

En un aspecto, se describe un método para mantener una cepa de ratébn como se describe en el presente
documento. La cepa de ratén no necesita comprender una secuencia ectéopica ADAMG6 y, en varios aspectos, la cepa
de raton es homocigota o heterocigota para una inactivacion (por ejemplo, una inactivacion funcional) de ADAMG.

La cepa de ratéon comprende una modificacién de un locus endégeno de cadena pesada de inmunoglobulina que da
como resultado una reduccion o pérdida de fertilidad en un ratén macho. En un aspecto, la modificacion comprende
una eliminacion de una region reguladora y/o una region codificante de un gen ADAM6. En un aspecto especifico, la
modificacion comprende una modificacion de un gen ADAM6 enddgeno (region reguladora y/o codificante) que
reduce o elimina la fertilidad de un ratén macho que comprende la modificacion; en un aspecto especifico, la
modificacion reduce o elimina la fertilidad de un raton macho que es homocigoto para la modificacion.

En un aspecto, la cepa de ratén es homocigota o heterocigota para una inactivacion (por ejemplo, una inactivacion
funcional) o una eliminacion de un gen ADAMB6.

En un aspecto, la cepa de ratdon se mantiene mediante el aislamiento de un ratén que es homocigoto o heterocigoto
para la modificacion de una célula, y el empleo de la célula donante en el embrién hospedador, y la gestacién del
embrion hospedador y la célula donante en una madre sustituta, y la obtencion a partir de la madre sustituta de una
progenie que comprende la modificacion genética. En un aspecto, la célula donante es una célula ME. En un
aspecto, la célula donante es una célula pluripotente, por ejemplo, una célula pluripotente inducida.

En un aspecto, la cepa de ratdon se mantiene mediante el aislamiento de un ratén que es homocigoto o heterocigoto
para la modificacién de una secuencia de acido nucleico que comprende la modificacion, y la introduccion de la
secuencia de acido nucleico en un nucleo hospedadora, y la gestacion de una célula que comprende la secuencia de
acido nucleico y el nucleo hospedador en un animal adecuado. En un aspecto, la secuencia de acido nucleico se
introduce en un embrién de ovocito hospedador.

En un aspecto, la cepa de ratéon se mantiene mediante el aislamiento de un ratén que es homocigoto o heterocigoto
para la modificacion de un nucleo, y la introduccion del nucleo en una célula hospedadora, y la gestacion del nucleo
y la célula hospedadora en un animal adecuado para obtener una progenie que es homocigota o heterocigota para la
modificacion.

En un aspecto, la cepa de ratéon se mantiene mediante el empleo de la fertilizacion in vitro (FIV) de un ratén hembra
(tipo silvestre, homocigoto para la modificacion, o heterocigoto para la modificacion) que emplea un espermatozoide
de un ratén macho que comprende la modificacion genética. En un aspecto, el ratén macho es heterocigoto para la
modificacidon genética. En un aspecto, el ratdn macho es homocigoto para la modificacién genética.

En un aspecto, la cepa de ratéon se mantiene mediante la cria de un ratén macho que es heterocigoto para la
modificacion genética con un ratén hembra para obtener una progenie que comprende la modificacidon genética, la
identificacion de una progenie masculina y una hembra que comprende la modificacion genética, y el empleo de un
macho que es heterocigoto para la modificacion genética en una cria con una hembra que es de tipo silvestre,
homocigota o heterocigota para la modificacion genética para obtener la progenie que comprende la modificacion
genética. En un aspecto, la etapa de criar un macho heterocigoto para la modificacion genética con una hembra de
tipo silvestre, una hembra heterocigota para la modificacion genética, o una hembra homocigota para la modificacion
genética se repite para mantener la modificacion genética en la cepa de raton.

En un aspecto, se describe un método para mantener una cepa de ratdbn que comprende un reemplazo de un locus
génico endbgeno variable de cadena pesada de inmunoglobulina con una o mas secuencias humanas de cadena
pesada de inmunoglobulina, que comprende criar la cepa de ratdn para generar ratones machos heterocigotos, en
donde los ratones machos heterocigotos se crian para mantener la modificacion genética en la cepa. En un aspecto
especifico, la cepa no se mantiene mediante la reproduccion de un macho homocigoto con una hembra de tipo
silvestre, 0 una hembra homocigética o heterocigética para la modificacion genética.

La proteina ADAM6 es miembro de la familia de proteinas desintegrina y metaloproteasa (ADAM, de sus siglas en
inglés A Disintegrin And Metaloprotease), que es una gran familia de proteinas que tiene diversas funciones, incluida
la adhesion celular. Algunos miembros de la familia ADAM estan implicados en la espermatogénesis y la fertilizacion.
Por ejemplo, ADAM2 codifica una subunidad de la proteina fertilina, que esta implicada en las interacciones
esperma-ovulo. ADAMS, o ciritestina, parece necesaria para la union de los espermatozoides a la zona pellcida. La
ausencia de ADAM2 o ADAM3 da lugar a infertilidad. Se ha postulado que ADAM2, ADAM3 y ADAM®6 forman un
complejo en la superficie de los espermatozoides de ratéon. El gen homdélogo humano (ADAM6 humano), que
normalmente se encuentra entre los segmentos génicos Vi humanos Vu1-2 y Vu6-1 en el locus humano de cadena
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pesada de inmunoglobulina, parece ser un pseudogen. En ratones, hay dos genes ADAM6, ADAM6a y ADAMG6b,
gue se encuentran en una regién intergénica entre los segmentos génicos Vu y Dn de ratdn, y en el raton los genes
ADAM6a y ADAMG6b estan orientados en orientacién transcripcional opuesta a la de los segmentos génicos
circundantes de inmunoglobulina. En ratones, aparentemente se requiere un locus ADAM6 funcional para la
fertilizacion normal. Un locus o secuencia ADAMG funcional, entonces, se refiere a un locus o secuencia ADAM6 que
puede complementar, o rescatar, la fertilizacion reducida drasticamente exhibida en ratones machos con loci ADAM6
endogenos ausentes o no funcionales.

La posicion de la secuencia intergénica en ratones que codifica ADAM6a y ADAM6b hace que la secuencia
intergénica sea susceptible de modificacion cuando se modifica una cadena pesada endégena de ratén. Cuando los
segmentos génicos VH se eliminan o reemplazan, o cuando los segmentos génicos Du se eliminan o reemplazan,
existe una alta probabilidad de que un raton resultante exhiba un déficit severo en fertilidad. Para compensar el
déficit, el ratdon se modifica para incluir una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina que complementara
la pérdida en la actividad de ADAM6 debido a una modificaciéon del locus endégeno ADAMG6 de raton. En diversos
aspectos, la secuencia de nucleétidos complementaria es una que codifica un ADAM6a de raton, un ADAM6b de
ratbn, o un homologo u ortdlogo o fragmento funcional del mismo que rescata el déficit de fertilidad.
Alternativamente, se pueden emplear métodos adecuados para preservar el locus ADAM6 enddgeno, mientras que
las secuencias enddgenas de cadena pesada de inmunoglobulina que flanquean el locus ADAM6 de ratén son
incapaces de reordenarse para codificar una region variable endégena de cadena pesada funcional. Los métodos
alternativos ejemplares incluyen la manipulacion de grandes porciones de cromosomas de ratéon que posicionan los
loci endégenos de regién variable de cadena pesada de inmunoglobulina de tal manera que son incapaces de
reordenarse para codificar una region variable de cadena pesada funcional que esta unida operativamente a un gen
endogeno constante de cadena pesada. En diversos aspectos, los métodos incluyen inversiones y/o translocaciones
de fragmentos cromosdmicos de ratdon que contienen segmentos génicos enddégenos de cadena pesada de
inmunoglobulina.

La secuencia de nucleétidos que rescata la fertilidad se puede colocar en cualquier posicién adecuada. Se puede
colocar en la region intergénica, o en cualquier posicion adecuada en el genoma (es decir, ectdpicamente). En un
aspecto, la secuencia de nucleétidos se puede introducir en un transgen que se integra aleatoriamente en el genoma
del raton. En un aspecto, la secuencia se puede mantener episomalmente, esto es, en un acido nucleico separado
en lugar de en un cromosoma de ratén. Las posiciones adecuadas incluyen posiciones que son transcripcionalmente
permisivas o activas, por ejemplo, un locus ROSA26 (Zambrowicz et al., 1997, PNAS USA 94:3789-3794), un locus
BT-5 (Michael et al., 1999, Mech. Dev. 85:35-47), o un locus Oct4 (Wallace et al., 2000, Nucleic Acids Res. 28:1455-
1464). Las secuencias de nucleétidos dirigidas a loci transcripcionalmente activos se describen, por ejemplo, en el
documento US 7.473.557.

Alternativamente, la secuencia de nucleétidos que rescata la fertilidad se puede acoplar con un promotor inducible
para facilitar la expresién optima en las células y/o tejidos apropiados, por ejemplo, tejidos reproductivos. Los
promotores inducibles ejemplares incluyen promotores activados por medios fisicos (por ejemplo, promotor de
choque térmico) y/o quimicos (por ejemplo, IPTG o tetraciclina).

Adicionalmente, la expresion de la secuencia de nucledtidos se puede unir a otros genes para lograr la expresion en
etapas especificas de desarrollo o dentro de tejidos especificos. Dicha expresion se puede lograr colocando la
secuencia de nucleotidos en un enlace operativo con el promotor de un gen expresado en una etapa especifica de
desarrollo. Por ejemplo, las secuencias de inmunoglobulina de una especie genomanipulada en el genoma de una
especie hospedadora se colocan en un enlace operativo con una secuencia promotora de un gen CD19 (un gen
especifico de linfocitos B) de la especie hospedadora. Se logra la expresion especifica de linfocitos B en etapas de
desarrollo precisas cuando se expresan las inmunoglobulinas.

Otro método mas para lograr una expresion fuerte de una secuencia de nucledtidos insertada es emplear un
promotor constitutivo. Los promotores constitutivos ejemplares incluyen SV40, CMV, UBC, EF1A, PGK y CAGG. De
forma similar, la secuencia de nucleétidos deseada se coloca en un enlace operativo con un promotor constitutivo
seleccionado, que proporciona un alto nivel de expresién de las proteinas codificadas por la secuencia de
nucledtidos.

El término "ectodpico” pretende incluir un desplazamiento, o una colocacién en una posicion que normalmente no se
encuentra en la naturaleza (por ejemplo, la colocacion de una secuencia de acido nucleico en una posiciéon que no
es la misma posicion en la que se encuentra la secuencia de acido nucleico en un ratén de tipo silvestre). El término,
en varios aspectos, se usa en el sentido de que su diana esta fuera de su posicién normal o adecuada. Por ejemplo,
la expresién "una secuencia de nucleétidos ectdpica que codifica..." se refiere a una secuencia de nucleétidos que
aparece en una posicién en la que normalmente no se encuentra en el ratén. Por ejemplo, en el caso de una
secuencia de nucledtidos ectdpica que codifica una proteina ADAM6 de ratdn (o un ortélogo u homélogo o fragmento
de la misma que proporciona el mismo o similar beneficio de fertilidad en ratones machos), la secuencia se puede
colocar en una posicién diferente en el genoma de ratéon a la que normalmente se encuentra en un raton de tipo
silvestre. En dichos casos, se crearan nuevas uniones de secuencia de secuencia de raton mediante la colocacion
de la secuencia en una posicién diferente en el genoma del ratdon que en un ratén de tipo silvestre. Un homologo u
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ortélogo funcional de ADAM6 de ratdn es una secuencia que confiere un rescate de la pérdida de fertilidad (por
ejemplo, la pérdida de la capacidad de un raton macho de generar descendencia mediante apareamiento) que se
observa en un raton ADAM6 . Los homdlogos u ortologos funcionales incluyen proteinas que tienen al menos
aproximadamente un 89 % de identidad o mas, por ejemplo, hasta un 99 % de identidad, con la secuencia de
aminoacidos de ADAM®6a y/o con la secuencia de aminoacidos de ADAMGb, y que puede complementar, o rescatar
la capacidad de aparearse con éxito, de un ratdén que tiene un genotipo que incluye una eliminacioén o inactivacion de
ADAM®6a y/o ADAMGb.

La posicidn ectopica puede estar en cualquier lugar (por ejemplo, como con la insercion aleatoria de un transgen que
contiene una secuencia ADAMB6 de raton), o puede estar, por ejemplo, en una posicidon que se aproxima (pero no es
exactamente la misma) a su ubicacion en un ratén de tipo silvestre (por ejemplo, en un locus endégeno modificado
de inmunoglobulina de ratén, pero cadena arriba o cadena abajo de su posicion natural, por ejemplo, dentro de un
locus modificado de inmunoglobulina pero entre diferentes segmentos génicos, o en una posicién diferente en una
secuencia intergénica V-D de ratén). Un ejemplo de una colocacion ectopica es mantener la posicién que
normalmente se encuentra en ratones de tipo silvestre dentro del locus enddégeno de cadena pesada de
inmunoglobulina, mientras que los segmentos génicos enddégenos circundantes de cadena pesada pueden
reordenarse para codificar una cadena pesada funcional que contiene una regién endégena constante de cadena
pesada. En este ejemplo, esto se puede lograr mediante la inversién del fragmento cromosémico que contiene los
loci endégenos variables de cadena pesada de inmunoglobulina, por ejemplo, usando sitios de recombinacion
especificos de sitio genomanipulados colocados en posiciones que flanquean el locus de regién variable. Por lo
tanto, tras la recombinacion, los loci endégenos de regidn variable de cadena pesada se colocan a una gran
distancia de los genes enddgenos de region constante de cadena pesada, evitando asi que la reordenacién
codifique una cadena pesada funcional que contiene una region constante endégena de cadena pesada. Otros
métodos ejemplares para lograr el silenciamiento funcional del locus génico enddgeno variable de cadena pesada de
inmunoglobulina mientras se mantiene un locus ADAMG6 funcional resultara evidente para los expertos al leer esta
divulgacion y/o en combinacién con métodos conocidos en la materia. Con dicha colocacién del locus endégeno de
cadena pesada, los genes ADAMG6 enddgenos se mantienen y el locus enddégeno de cadena pesada de
inmunoglobulina se silencia funcionalmente.

Otro ejemplo de una colocacion ectépica es la colocacion dentro de un locus humanizado de cadena pesada de
inmunoglobulina. Por ejemplo, un ratén que comprende un reemplazo de uno 0 mas segmentos génicos Vu
enddégenos con un Unico segmento génico V4 humano, en donde el reemplazo elimina una secuencia ADAMG6
enddgena, puede ser genomanipulado para tener una secuencia ADAMG6 del ratén ubicada dentro de una secuencia
intergénica que se encuentra entre el Unico segmento génico Vi humano y un segmento génico Dy humano. Otro
ejemplo de una colocacién ectépica es la colocacion de la secuencia ADAM6 de ratéon en una posicién 5' (con
respecto a la direccion de transcripcién del Unico segmento génico Vi humano) al segmento génico Vi humano. Una
posicion 5' del unico segmento génico Vi humano puede estar muy cerca, por ejemplo, de unos pocos cientos de
pares de bases a unos pocos kb, o distante, por ejemplo, de varios kb a cientos de kb o incluso de una megabase o
mayor, en relacion con el segmento génico Vi humano. La modificacion resultante generaria una secuencia ADAM6
de raton (ectopica) dentro o contigua, o incluso en el mismo cromosoma, con una secuencia génica humana, y la
colocacion (ectépica) de la secuencia ADAM6 de ratén dentro de la secuencia génica humana puede aproximarse a
la posicion de la secuencia ADAM6 de raton (es decir, dentro de la region intergénica V-D). Las uniones de
secuencia resultantes creadas por la union de una secuencia ADAM6 de raton (ectépica) dentro o adyacente a una
secuencia génica humana (por ejemplo, una secuencia génica de inmunoglobulina) dentro de la linea germinal del
ratdn serian nuevas en comparacion con la misma posicion o similar en el genoma de un ratén de tipo silvestre.

En diversos aspectos, se describen animales no humanos que carecen de un ADAMG6 u ortélogo u homodlogo del
mismo, en donde la falta hace que el animal no humano sea infértil, o reduce sustancialmente la fertilidad del animal
no humano. En diversos aspectos, la falta de ADAM6 u ortélogo u homaélogo del mismo se debe a una modificacion
de un locus enddégeno de cadena pesada de inmunoglobulina. Una reduccién sustancial en la fertilidad es, por
ejemplo, una reduccién en la fertilidad (por ejemplo, frecuencia de reproduccion, crias por camada, camadas por
afo, etc.) de aproximadamente un 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, o 95 % o mas. En diversos aspectos, los animales
no humanos se complementan con un gen ADAMG6 de ratén u ortélogo u homélogo o fragmento funcional del mismo
que es funcional en un macho del animal no humano, en donde el gen ADAM6 complementado u ortdlogo u
homdlogo o fragmento funcional del mismo rescata, por lo tanto, la reduccion de la fertilidad en su totalidad o en
parte sustancial. Un rescate de la fertilidad en parte sustancial es, por ejemplo, una restauracién de la fertilidad de
manera que el animal no humano exhiba una fertilidad de al menos un 70 %, 80 % o 90 % o mas en comparacion
con un locus de cadena pesada no modificado (es decir, un animal sin una modificacién del gen ADAM®6 u ortélogo u
homologo del mismo).

La secuencia que confiere al animal genéticamente modificado (es decir, el animal que carece de un ADAM6
funcional u ortélogo u homélogo del mismo, debido a, por ejemplo, una modificacién de un locus de cadena pesada
de inmunoglobulina) se selecciona, en varios aspectos, de un gen ADAMG6 u ortélogo u homélogo del mismo. Por
ejemplo, en un ratén, la pérdida de la funcion ADAM6 se rescata mediante la adicién de, en un aspecto, un gen
ADAMG de raton. En un aspecto, la pérdida de la funcion ADAMG6 en el ratdn se rescata mediante la adicion de un
ortélogo u homoélogo de una especie estrechamente relacionada con respecto al ratdn, por ejemplo, un roedor, por
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ejemplo, un ratén de una cepa o especie diferente, una rata de cualquier especie, un roedor; en donde la adicién del
ortélogo u homdlogo al ratén rescata la pérdida de fertilidad debido a la pérdida de la funcién ADAMS6 o la pérdida de
un gen ADAMG. Los ortdlogos y homdlogos de otras especies, en varios aspectos, se seleccionan de una especie
relacionada filogenéticamente y, en varios aspectos, exhiben un porcentaje de identidad con el ADAM6 enddgeno (u
ortélogo) que es aproximadamente un 80 % o mas, un 85 % o mas, un 90 % o mas, un 95 % o0 mas, un 96 % o mas,
o un 97 % o mas; y rescatan la pérdida de fertilidad relacionada con ADAM6 o el ortélogo de ADAM6 o (en un no
ratén). Por ejemplo, en una rata macho genéticamente modificada que carece de la funcion ADAM®6 (por ejemplo,
una rata con una region variable de cadena pesada de inmunoglobulina enddgena reemplazada por una region
variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana, o un inactivado en la regién de cadena pesada de
inmunoglobulina de rata), la pérdida de fertilidad en la rata se rescata mediante la adicion de un ADAMG6 de rata o,
en algunos aspectos, un ortélogo de un ADAM6 de rata (por ejemplo, un ortélogo ADAM6 de otra cepa o especie de
rata, o, en un aspecto, de un ratén).

Por lo tanto, en varios aspectos, los animales genéticamente modificados que no exhiben fertilidad o exhiben una
reduccion en la fertilidad debido a la modificacién de una secuencia de acido nucleico que codifica una proteina
ADAMG (u ortélogo u homdlogo de la misma) o una region reguladora unida operativamente con la secuencia de
acido nucleico, comprenden una secuencia de acido nucleico que complementa, o restaura, la pérdida de fertilidad
donde la secuencia de acido nucleico que complementa o restaura la pérdida de fertilidad proviene de una cepa
diferente de la misma especie o de una especie relacionada filogenéticamente. En diversos aspectos, la secuencia
de acido nucleico complementaria es un ortélogo u homdélogo ADAM6 o un fragmento funcional del mismo. En
diversos aspectos, el ortélogo u homologo ADAM6 complementario o fragmento funcional del mismo es de un animal
no humano que esta estrechamente relacionado con el animal genéticamente modificado que tiene el defecto de
fertilidad. Por ejemplo, cuando el animal modificado genéticamente es un ratdn de una cepa particular, se puede
obtener un ortélogo u homélogo ADAMG6 o un fragmento funcional del mismo de un raton de otra cepa, o un raton de
una especie relacionada. En un aspecto, donde el animal genéticamente modificado que comprende el defecto de
fertilidad es del orden Rodentia, el ortélogo u homélogo ADAM6 o fragmento funcional del mismo es de otro animal
del orden Rodentia. En un aspecto, el animal genéticamente modificado que comprende el defecto de fertilidad es de
un suborden Myomoropha (por ejemplo, jerbos, ratones saltarines, hamsteres como ratones, hamsteres, ratas y
ratones del Nuevo Mundo, topillos, ratones y ratas verdaderas, jerbos, ratones espinosos, ratas con cresta, ratones
trepadores, ratones de abazoén de las rocas, ratas coliblancas, ratas y ratones de Madagascar, lirones espinosos,
ratas topo, ratas de bambu, zokores), y el ortélogo u homélogo ADAM6 o fragmento funcional del mismo se
selecciona de un animal de orden Rodentia, o del suborden Myomorpha.

En un aspecto, el animal genéticamente modificado es de la superfamilia Dipodoidea, y el ortélogo u homaélogo
ADAMS6 o fragmento funcional del mismo es de la superfamilia Muroidea. En un aspecto, el animal genéticamente
modificado es de la superfamilia Muroidea, y el ortélogo u homdélogo ADAM6 o fragmento funcional del mismo es de
la superfamilia Dipodoidea.

En un aspecto, el animal genéticamente modificado es un roedor. En un aspecto, el roedor se selecciona de la
superfamilia Muroidea, y el ortélogo u homdélogo ADAM6 es de una especie diferente dentro de la superfamilia
Muroidea. En un aspecto, el animal genéticamente modificado es de una familia seleccionada entre Calomyscidae
(por ejemplo, hamsteres similares a ratones), Cricetidae (por ejemplo, hamster, ratas y ratones del Nuevo Mundo,
topillos), Muridae (ratones y ratas auténticos, jerbos, ratones espinosos, ratas con cresta), Nesomyidae (ratones
trepadores, ratones de abazén de las rocas, ratas coliblancas, ratas y ratones de Madagascar), Platacanthomyidae
(por ejemplo, liron espinoso), y Spalacidae (por ejemplo, ratas topo, ratas del bambu, y zokores); y el ortélogo u
homdlogo ADAMG se selecciona de una especie diferente de la misma familia. En un aspecto especifico, el roedor
genéticamente modificado se selecciona de un ratdon o rata auténtico (familia Muridae), y el ortélogo u homélogo
ADAMG es de una especie seleccionada de un jerbo, un ratéon espinoso o una rata con cresta. En un aspecto, el
raton genéticamente modificado es de un miembro de la familia Muridae, y el ortélogo u homdélogo ADAMG6 es de una
especie diferente de la familia Muridae. En un aspecto especifico, el roedor genéticamente modificado es un raton de
la familia Muridae, y el ortélogo u homdélogo ADAM6 es de una rata, jerbo, ratdén espinoso o rata con cresta de la
familia Muridae.

En diversos aspectos, uno o mas ortélogos u homélogos ADAM6 de roedores o fragmentos funcionales de los
mismos de un roedor en una familia restaura la fertilidad a un roedor genéticamente modificado de la misma familia
que carece de un ortélogo u homélogo ADAMG6 (por ejemplo, Cricetidae (por ejemplo, hamsteres, ratas y ratones del
Nuevo Mundo, topillos); Muridae (por ejemplo, ratones y ratas auténticos, jerbos, ratones espinosos, ratas con
cresta)).

En diversos aspectos, se evalta la funcionalidad de los ortélogos ADAM6, homdlogos y fragmentos de del mismo
para determinar si el ortélogo, homdélogo o fragmento restaura la fertiidad a un animal no humano macho
genéticamente modificado que carece de actividad ADAM®6 (por ejemplo, un roedor, por ejemplo, un ratén o rata, que
comprende un inactivado de ADAM6 o su ortélogo). En diversos aspectos, la funcionalidad se define como la
capacidad de un espermatozoide de un animal genéticamente modificado que carece de un ADAM6 enddgeno u
ortélogo u homdlogo del mismo para migrar a un oviducto y fertilizar un 6vulo de la misma especie de animal
genéticamente modificado.
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En diversos aspectos, se pueden hacer ratones que comprenden eliminaciones o reemplazos del locus endégeno de
regién variable de cadena pesada o porciones del mismo que contienen una secuencia de nucleétidos ectdpica que
codifica una proteina que confiere beneficios de fertilidad similares al ADAM6 del ratén (por ejemplo, un ortélogo u
un homadlogo o un fragmento del mismo que es funcional en un ratén macho). La secuencia de nucledtidos ectdpica
puede incluir una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina que es un homologo u ortdlogo ADAM6 (o
fragmento de la misma) de una cepa de ratén diferente o una especie diferente, por ejemplo, una especie de roedor
diferente, y que confiere un beneficio en la fertilidad, por ejemplo, mayor nimero de camadas durante un periodo de
tiempo especifico, y/o mayor nimero de crias por camada, y/o la capacidad de un espermatozoide de un raton
macho para atravesar un oviducto de raton para fertilizar un évulo de ratén.

En un aspecto, el ADAMG6 es un homdlogo u ortélogo que es al menos de un 89 % a un 99 % idéntico a una proteina
ADAMG de ratén (por ejemplo, al menos de un 89 % a un 99 % idéntico a ADAM6a de ratén o ADAM6b de raton). En
un aspecto, la secuencia de nucleétidos ectépica codifica una o mas proteinas seleccionadas independientemente
de una proteina al menos un 89 % idéntica a ADAM®6a de raton, una proteina al menos un 89 % idéntica a ADAM6b
de ratéon y una combinacion de las mismas. En un aspecto, el homdlogo u ortélogo es una proteina de rata, hamster,
raton o cobaya que es o se modifica para que sea aproximadamente un 89 % o mas idéntica a ADAM6a de ratén y/o
ADAMBG6b de ratén. En un aspecto, el homologo u ortélogo es o es al menos un 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %,
96 %, 97 %, 98 % 0 99 % idéntico a un ADAM6a de raton y/o ADAM6b de ratén.

ADAMBG6 ectépico en ratones de cadena pesada humanizada

Los desarrollos en el direccionamiento de genes, por ejemplo, el desarrollo de cromosomas artificiales bacterianos
(BAC, de sus siglas en inglés), ahora permiten la recombinacion de fragmentos gendmicos relativamente grandes.
La ingenieria BAC ha permitido la posibilidad de realizar grandes eliminaciones, y grandes inserciones, en células
ME de ratén.

Los ratones que producen anticuerpos humanos han estado disponibles desde hace algun tiempo. Aunque
representan un avance importante en el desarrollo de anticuerpos terapéuticos humanos, estos ratones muestran
una serie de anomalias significativas que limitan su utilidad. Por ejemplo, muestran un desarrollo comprometido de
linfocitos B. El desarrollo comprometido puede deberse a una variedad de diferencias entre los ratones transgénicos
y los ratones de tipo silvestre.

Los anticuerpos humanos podrian no interactuar de manera éptima con los receptores de prelinfocitos B o linfocitos
B de ratén en la superficie de las células de ratdon que indican la maduracién, la proliferaciéon o la supervivencia
durante la seleccién clonal. Los anticuerpos completamente humanos podrian no interactuar éptimamente con un
sistema de receptores Fc de ratén; los ratones expresan receptores Fc que no muestran una correspondencia
individual con los receptores Fc humanos. Finalmente, varios ratones que producen anticuerpos completamente
humanos no incluyen todas las secuencias genuinas de ratones, por ejemplo, elementos potenciadores cadena
abajo y otros elementos de control de locus, que pueden ser necesarios para el desarrollo de linfocitos B de tipo
silvestre.

Los ratones que producen anticuerpos completamente humanos generalmente comprenden loci endégenos de
inmunoglobulina que estan desactivados de alguna manera, y los transgenes humanos que comprenden segmentos
génicos variables y constantes de inmunoglobulina se introducen en una ubicacion aleatoria en el genoma del ratén.
Mientras el locus enddgeno esté lo suficientemente desactivado para no reordenar segmentos génicos para formar
un gen funcional de inmunoglobulina, se puede lograr el objetivo de producir anticuerpos completamente humanos
en dicho raton, aunque con el desarrollo comprometido de linfocitos B.

Aunque obligado a producir anticuerpos completamente humanos a partir del locus transgénico humano, la
generacion de anticuerpos humanos en un ratén aparentemente es un proceso desfavorable. En algunos ratones, el
proceso es tan desfavorable que da como resultado la formacion de cadenas pesadas quiméricas variables
humanas/ constantes de ratén (pero no cadenas ligeras) a través del mecanismo de conmutacién trans. Mediante
este mecanismo, las transcripciones que codifican anticuerpos completamente humanos experimentan el
conmutacion de isotipo en trans del isotipo humano a un isotipo de raton. El proceso esta en trans, porque el
transgen completamente humano esta ubicado aparte del locus endégeno que retiene una copia no dafiada de un
gen de region constante de cadena pesada de raton. Aunque en dichos ratones la conmutacion trans es evidente, el
fendmeno aun es insuficiente para rescatar el desarrollo de linfocitos B, que sigue estando francamente afectado. En
cualquier caso, los anticuerpos con conmutacion trans producidos en dichos ratones retienen cadenas ligeras
completamente humanas, ya que el fendmeno de la conmutacion trans aparentemente no ocurre con respecto a las
cadenas ligeras; la conmutacion trans probablemente se basa en secuencias de conmutacion en loci endégenos
utilizados (aunque de manera diferente) en la conmutacion de isotipo normal en cis. Por lo tanto, incluso cuando los
ratones genomanipulados para producir anticuerpos completamente humanos seleccionan un mecanismo de
conmutacion trans para producir anticuerpos con regiones constantes de ratén, la estrategia sigue siendo
insuficiente para rescatar el desarrollo normal de linfocitos B.
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Una preocupacion principal en la fabricacién de tratamientos humanos basados en anticuerpos, por ejemplo,
anticuerpos antipatéogenos, es identificar dominios variables utiles que reconocen especificamente epitopos
particulares y los unen con una afinidad deseable, generalmente, pero no siempre, con alta afinidad. Los ratones,
como se describe en el presente documento, que contienen un reemplazo preciso de las regiones variables de
cadena pesada de inmunoglobulina de ratéon con un nimero restringido de segmentos génicos humanos variables de
cadena pesada de inmunoglobulina en los loci enddégenos de raton, muestran un desarrollo de linfocitos B de tipo
silvestre y las regiones variables generadas en respuesta a la inmunizacién son completamente humanas, en donde
las cadenas pesadas proceden de un Unico segmento génico Vi humano. Por lo tanto, dichos ratones proporcionan
una plataforma para generar un panel de regiones determinantes de complementariedad (CDR) de cadena pesada
que estan especificamente dirigidas a unirse a un antigeno dado, por ejemplo, un virus patogénico.

Los ratones, como se describe en el presente documento, contienen un reemplazo preciso a gran escala de loci
geénicos variables de linea germinal de cadena pesada de inmunoglobulina (IgH) de ratén con un locus humano
restringido variable de cadena pesada de inmunoglobulina y cadena ligera de inmunoglobulina (por ejemplo, cadena
ligera K, Igk) con un locus génico humano equivalente variable de cadena ligera k de inmunoglobulina, en los loci
endogenos. Este reemplazo preciso da como resultado un ratén con loci hibrido de inmunoglobulina que produce
cadenas pesadas y ligeras que tienen regiones variables humanas y una regién constante de ratén. El reemplazo
preciso de los segmentos Vu-Du-Ju y VK-JK de ratén deja las secuencias de raton flanqueantes intactas y
funcionales en los loci hibridos de inmunoglobulina. El sistema inmunitario humoral del ratén funciona como el de un
raton de tipo silvestre. El desarrollo de linfocitos B no se ve obstaculizado en ningun aspecto significativo y se genera
un panel somaticamente mutado de CDR de cadena pesada humana en el ratén tras la exposicién al antigeno.

Los ratones, como se describe en el presente documento, son posibles porque los segmentos génicos de
inmunoglobulina para las cadenas pesadas y ligeras k se reordenan de manera similar en seres humanos y ratones,
lo que no quiere decir que sus loci sean iguales o incluso tan claramente que no lo sean. Sin embargo, los loci son lo
suficientemente similares como para que la humanizacion del locus génico variable de cadena pesada se pueda
lograr mediante el reemplazo de aproximadamente tres millones de pares de bases de secuencia contigua de raton
que contiene todos los segmentos génicos VuH, D y J1 con una secuencia gendomica humana contigua que contiene
un locus humano restringido de cadena pesada.

En algunos aspectos, el reemplazo adicional de determinadas secuencias génicas de regidon constante de ratén con
secuencias génicas humanas (por ejemplo, el reemplazo de la secuencia Cx1 de ratén con la secuencia Cu1
humana y el reemplazo de la secuencia CL de ratén con la secuencia CL humana) da como resultado ratones con
loci hibridos de inmunoglobulina que producen anticuerpos que tienen regiones variables humanas y regiones
constantes parcialmente humanas, adecuadas para, por ejemplo, hacer fragmentos de anticuerpos completamente
humanos, por ejemplo, Fab's completamente humanos. Los ratones con loci hibridos de inmunoglobulina exhiben un
reordenamiento normal de segmentos génicos variables, frecuencias de hipermutacion somatica normales y
conmutacion de clase normal. Estos ratones exhiben un sistema inmunitario humoral que es indistinguible de los
ratones de tipo silvestre, y muestran poblaciones de células normales en todas las etapas del desarrollo de linfocitos
B y estructuras de drganos linfoides normales, incluso cuando los ratones carecen de un repertorio completo de
segmentos génicos humanos de regidon variable. La inmunizacidon de estos ratones da como resultado fuertes
respuestas humorales que muestran una amplia diversidad de CDR de cadena pesada y uso de segmentos génicos
variables de cadena ligera.

El reemplazo preciso de segmentos génicos de la regién variable de linea germinal de raton permite producir ratones
que tienen loci parcialmente humanos de inmunoglobulina. Debido a que los loci parcialmente humanos de
inmunoglobulina se reordenan, hipermutan y conmutan de clase normalmente, los loci parcialmente humanos de
inmunoglobulina generan anticuerpos en un ratdon que comprende regiones variables humanas. Las secuencias de
nucleédtidos que codifican las regiones variables pueden identificarse y clonarse, luego fusionarse (por ejemplo, en
un sistema in vitro) con cualquier secuencia de eleccién, por ejemplo, cualquier isotipo de inmunoglobulina adecuado
para un uso particular, dando como resultado un anticuerpo o proteina de unién a antigeno procedente totalmente de
secuencias humanas.

La humanizaciéon a gran escala mediante métodos de recombinacion se utilizé para modificar las células madre
embrionarias (ME) de raton para reemplazar con precisién hasta tres megabases del locus de inmunoglobulina de
cadena pesada de raton que incluia esencialmente todos los segmentos génicos Vi, Du y Ju de raton con una
secuencia genémica humana que contiene un locus humano restringido de cadena pesada que incluye un unico
segmento génico Vi humano, 27 segmentos génicos Dn humanos y seis segmentos génicos Ju humanos. Se usé
hasta un segmento de media megabase del genoma humano que comprende una de las dos repeticiones que
codifican esencialmente todos los segmentos génicos humanos Vk y Jk para reemplazar un segmento de tres
megabases del locus de cadena ligera Kk de inmunoglobulina de ratén que contiene esencialmente todos los
segmentos génicos VK y Jk de raton.

Los ratones con dichos loci reemplazados de inmunoglobulina pueden comprender una interrupcién o eliminacion del

locus ADAM6 enddégeno de ratdn, que normalmente se encuentra entre el segmento génico V4 mas en 3' y el
segmento génico Du mas en 5' en el locus de cadena pesada de inmunoglobulina de ratén. La interrupcion en esta
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region puede conducir a la reduccién o eliminacién de la funcionalidad del locus ADAM6 enddgeno de ratén. Si uno,
o ambos, de los segmentos génicos Vi mas en 3' del repertorio humano de cadena pesada se usan en la
construccion del locus humano restringido de cadena pesada, una region intergénica que contiene un pseudogen
que parece ser un pseudogen ADAM6 humano esta presente entre estos segmentos génicos Vu, es decir, entre
VH1-2 y Vu1-6 humanos. Sin embargo, los ratones machos que comprenden esta secuencia intergénica humana
exhiben una reduccion en la fertilidad (véase el documento USSN 13/404.075).

Se describen ratones que comprenden los loci humanos restringidos de cadena pesada y humanos equivalentes de
cadena ligera kK como se describié anteriormente, y que también comprenden una secuencia de acido nucleico
ectopica que codifica un ADAM6 de raton, donde los ratones exhiben fertilidad esencialmente normal. En un
aspecto, la secuencia de acido nucleico ectdpica comprende una secuencia ADAM6a de ratén y/o una secuencia
ADAMBGb de ratén o fragmentos funcionales de la misma colocados entre un V41-69 humano y un Dx1-1 humano en
un locus endégeno modificado de cadena pesada. En un aspecto, la secuencia de acido nucleico ectopica es la SEQ
ID NO: 77, colocada entre un Vu1-69 humano y un Dn1-1 humano en un locus enddégeno modificado de cadena
pesada. La direccion de transcripcion de los genes ADAMG6 de la SEQ ID NO: 77 es opuesta con respecto a la
direccién de transcripcion de los segmentos génicos humanos circundantes. En un aspecto, la secuencia de acido
nucleico ectoépica comprende una secuencia ADAM6a de ratén y/o una secuencia ADAM6b de ratéon o fragmentos
funcionales de la misma colocados cadena arriba (0 en 5') de un segmento génico Vx1-2 humano en un locus
enddégeno modificado de cadena pesada. En un aspecto, la secuencia de acido nucleico ectépica es la SEQ ID NO:
73, colocada cadena arriba (o en 5') de un segmento génico Vu1-2 en un locus endégeno modificado de cadena
pesada. La direccion de transcripcion de los genes ADAM6 de la SEQ ID NO: 73 es opuesta con respecto a la
direccién de transcripciéon de los segmentos génicos humanos circundantes (por ejemplo, un segmento génico Vu1-2
humano).

Aunque los ejemplos en el presente documento muestran el rescate de la fertilidad mediante la colocacién de la
secuencia ectopica entre los segmentos génicos humanos indicados, las personas expertas reconoceran que se
espera que la colocacion de la secuencia ectépica en cualquier locus transcripcionalmente permisivo adecuado en el
genoma de ratén (o incluso extracromosémicamente) rescate de manera similar la fertilidad en un ratén macho.

El fendmeno de complementar un ratén que carece de un locus ADAMG6 funcional con una secuencia ectépica que
comprende un gen ADAMG6 de ratén u ortélogo u homologo o fragmento funcional del mismo es un método general
que es aplicable al rescate de cualquier ratén con loci ADAM6 enddgeno no funcional o minimamente funcional. Por
lo tanto, una gran cantidad de ratones que comprenden una modificacion disruptiva de ADAM6 del locus de cadena
pesada de inmunoglobulina se puede rescatar con las composiciones y métodos descritos en el presente
documento. Por consiguiente, la presente divulgacién comprende ratones con una amplia variedad de
modificaciones de loci de cadena pesada de inmunoglobulina que comprometen la funcion endégena de ADAMS6.
Algunos ejemplos (no limitativos) se proporcionan en esta descripcion. Ademas de los ratones descritos, las
composiciones y métodos relacionados con ADAM6 se pueden usar en muchas aplicaciones, por ejemplo, cuando
se modifica un locus de cadena pesada en una amplia variedad de formas.

En un aspecto, se describe un ratén que comprende una secuencia ADAMG6 ectopica que codifica una proteina
ADAMG6 funcional (u ortélogo u homélogo o fragmento funcional de la misma), un reemplazo de todos o
sustancialmente todos los segmentos génicos Vu del ratén con un unico segmento génico Vi humano, un reemplazo
de todos o sustancialmente todos los segmentos génicos Dn de raton y segmentos génicos Ju con segmentos
génicos Dn humanos y J4 humanos; en donde el ratén carece de una region Cn1 y/o bisagra. En un aspecto, el ratén
produce una proteina de unién a un dominio variable Unico que es un dimero de las cadenas de inmunoglobulina
seleccionadas de: (a) Vi humano - Cu1 de ratén - Cr2 de raton- Cu3 de raton; (b) Vi humano - bisagra de raton -
Ch2 de ratén- Cu3 de ratén; vy, (c) Vi humano - Ch2 de raton - Ch3 de raton.

En un aspecto, la secuencia de nucleétidos que rescata la fertilidad se coloca cadena arriba (0 en 5') de una
secuencia humana de regién variable de cadena pesada de inmunoglobulina (por ejemplo, cadena arriba de un
segmento génico Vu1-2 o Vu1-69 humano) en un ratdn que tiene un reemplazo de uno o mas segmentos génicos
variables de cadena pesada de inmunoglobulina de raton (mVu, mDw, y/o mJu) con uno o mas segmentos génicos
humanos variables de cadena pesada de inmunoglobulina (hVu, hDn y/o hJdu), y el ratdon comprende ademas un
reemplazo de uno o mas segmentos génicos variables de cadena ligera k de inmunoglobulina de ratén (mVk y/o
mJk) con uno o mas segmentos génicos humanos variables de cadena ligera k de inmunoglobulina (hVk y/o hJk).

En un aspecto, la secuencia de nucleétidos que rescata la fertilidad se coloca dentro de una secuencia humana de
region variable de cadena pesada de inmunoglobulina (por ejemplo, entre un segmento génico Vx1-69 o Vu1-2
humano y un Dn1-1 humano) en un ratén que tiene un reemplazo de uno o mas segmentos génicos variables de
cadena pesada de inmunoglobulina de ratén (mVu, mDHx, y/o mJx) con uno o mas segmentos génicos humanos
variables de cadena pesada de inmunoglobulina (hVH, hDx y/o hJdw), y el raton comprende ademas un reemplazo de
uno o mas segmentos génicos variables de cadena ligera kK de inmunoglobulina de ratén (mVk y/o mJk) con uno o
mas segmentos génicos humanos variables de cadena ligera k de inmunoglobulina (hVk y/o hJk).

En un aspecto, el uno o mas segmentos génicos variables de cadena pesada de inmunoglobulina de ratén
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comprende aproximadamente tres megabases del locus de cadena pesada de inmunoglobulina de ratén. En un
aspecto, el uno o mas segmentos génicos variables de cadena pesada de inmunoglobulina de ratén comprende al
menos 89 segmentos génicos VH, al menos 13 segmentos génicos Dn, al menos cuatro segmentos génicos Ju 0 una
combinacién de los mismos del locus de cadena pesada de inmunoglobulina de ratén. En un aspecto, el uno o mas
segmentos génicos humanos variables de cadena pesada de inmunoglobulina comprende un numero restringido de
(por ejemplo, uno, dos o tres) segmentos génicos VH, al menos 27 segmentos génicos D, al menos seis segmentos
génicos Ju 0 una combinacion de los mismos de un locus humano de cadena pesada de inmunoglobulina. En un
aspecto especifico, el nimero restringido de segmentos génicos V4 humanos es uno.

En un aspecto, el uno o mas segmentos génicos variables de cadena ligera Kk de inmunoglobulina de raton
comprende aproximadamente tres megabases del locus de cadena ligera k de inmunoglobulina de ratéon. En un
aspecto, el uno o mas segmentos génicos variables de cadena ligera k de inmunoglobulina de ratén comprende al
menos 137 segmentos génicos VK, al menos cinco segmentos génicos Jk o una combinacion de los mismos del
locus de cadena ligera k de inmunoglobulina de ratén. En un aspecto, el uno o0 mas segmentos génicos humanos
variables de cadena ligera k de inmunoglobulina comprende aproximadamente media megabase de un locus
humano de cadena ligera k de inmunoglobulina. En un aspecto especifico, el uno 0 mas segmentos génicos
humanos variables de cadena ligera Kk de inmunoglobulina comprende la repeticién proximal (con respecto a la
region constante k de inmunoglobulina) de un locus humano de cadena ligera k de inmunoglobulina. En un aspecto,
el uno o mas segmentos génicos humanos variables de cadena ligera k de inmunoglobulina comprende al menos 40
segmentos génicos VK, al menos cinco segmentos génicos Jk o una combinacién de los mismos de un locus
humano de cadena ligera k de inmunoglobulina.

En un aspecto, la secuencia de nucleétidos se coloca entre dos segmentos génicos humanos de inmunoglobulina.
En un aspecto especifico, los dos segmentos génicos humanos de inmunoglobulina son segmentos génicos de
cadena pesada. En un aspecto, la secuencia de nucleétidos se coloca entre un segmento génico VH1-69 humano y
un segmento génico Du1-1 humano. En un aspecto, la secuencia de nucleétidos se coloca entre un segmento génico
VH12 humano y un segmento génico Dn1 -1 humano. En un aspecto, el raton modificado de este modo comprende
un reemplazo de segmentos génicos variables de cadena pesada de inmunoglobulina de ratén con un unico
segmento génico Vi humano, 27 segmentos génicos Dn humanos y seis segmentos génicos Ju humanos, y un
reemplazo de los segmentos génicos variables de cadena ligera k de inmunoglobulina de ratéon con al menos 40
segmentos génicos Vk humanos y cinco segmentos génicos Jk humanos.

En un aspecto, un locus ADAM6 funcional de ratén (u ortélogo u homélogo o fragmento funcional del mismo) esta
presente en medio de segmentos génicos de ratén que estan presentes en el locus endégeno de regién variable de
cadena pesada de ratén, siendo dicho locus incapaz de reordenarse para codificar una cadena pesada funcional que
contiene una region constante endégena de cadena pesada. En un aspecto, el locus endégeno de cadena pesada
de raton comprende al menos uno y hasta 89 segmentos génicos Vh, al menos uno y hasta 13 segmentos génicos
Dn, al menos uno y hasta cuatro segmentos génicos Ju y una combinacion de los mismos. En diversos aspectos, un
locus ADAMG6 funcional de ratén (u ortélogo u homdlogo o fragmento funcional del mismo) codifica una o mas
proteinas ADAM6 que son funcionales en el raton, en donde la una o mas proteinas ADAM6 comprenden la SEQ ID
NO: 1, SEQ ID NO: 2 y/o una combinacién de las mismas.

En un aspecto, un locus ADAM6 funcional de raton (u ortélogo u homologo o fragmento funcional del mismo) esta
presente en medio de segmentos génicos humanos que reemplazan segmentos génicos endégenos de ratén. En un
aspecto, se eliminan al menos 89 segmentos génicos Vu de ratdn y se reemplazan con uno, dos o tres segmentos
génicos Vi humanos, y el locus ADAM6 de raton esta presente inmediatamente adyacente al extremo 3' de los
segmentos génicos Vi humanos, o entre dos segmentos génicos Vi humanos. En un aspecto, se eliminan al menos
89 segmentos génicos VH de ratén y se reemplazan con un Unico segmento génico V4 humano, y el locus ADAM6
de ratén esta presente inmediatamente adyacente al extremo 3' del segmento génico Vi humano. En un aspecto
especifico, el locus ADAMG6 de ratén esta presente en 3' del segmento génico Vu dentro de aproximadamente 20
kilobases (kb) a aproximadamente 40 kilobases (kb) del extremo 3' del segmento génico Vx humano insertado. En
un aspecto especifico, el locus ADAM6 de ratdn esta presente en 3' del segmento génico Vu dentro de
aproximadamente 29 kb a aproximadamente 31 kb del extremo 3' del segmento génico Vy humano insertado. En un
aspecto especifico, el locus ADAM6 de raton esta presente dentro de aproximadamente 30 kb del extremo 3' del
segmento génico Vi humano insertado. En un aspecto especifico, el locus ADAM6 de ratén esté presente dentro de
aproximadamente 30.184 pb del extremo 3' del segmento génico Vi humano insertado.

En un aspecto especifico, el reemplazo incluye segmentos génicos Vu1-69 y Du1-1 humanos, y el locus ADAM6 de
raton esta presente cadena abajo del segmento génico Vu1-69 y cadena arriba del segmento génico Dn1-1. En un
aspecto especifico, el locus ADAM6 de ratdon esta presente entre un segmento génico Vu1-69 humano y un
segmento génico Dn1-1 humano, en donde el extremo 5' del locus ADAMG6 de raton esta a aproximadamente 258 pb
del extremo 3' del segmento génico Vu1-69 humano y el extremo 3' del locus ADAM6 esta a aproximadamente 3.263
pb en 5' del segmento génico Dx1-1 humano. En un aspecto especifico, el locus ADAM6 de raton comprende la SEQ
ID NO: 3 o un fragmento de la misma que confiere la funcion ADAM6 dentro de las células del raton. En un aspecto
especifico, el locus ADAM6 de raton comprende la SEQ ID NO: 73 o un fragmento de la misma que confiere la
funciéon ADAMG6 dentro de las células del ratéon. En un aspecto especifico, el locus ADAM6 de ratén comprende la
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SEQ ID NO: 77 o un fragmento de la misma que confiere la funcion ADAM6 dentro de las células del ratén. En un
aspecto especifico, la disposicién de los segmentos génicos humanos es entonces la siguiente (de cadena arriba a
cadena abajo con respecto a la direccion de transcripcion de los segmentos génicos humanos): Vu1-69 humano-
locus ADAM6 de raton-Dn1-1 humano. En un aspecto, la orientacion de uno o mas de ADAM6a de raton y ADAM6b
de raton del locus de ADAMG6 de raton es opuesta con respecto a la direccion de transcripcién en comparacion con la
orientacion de los segmentos génicos humanos. Alternativamente, el locus ADAM6 de ratén esta presente en 5', o
cadena arriba de, el Unico segmento génico Vi humano.

En un aspecto especifico, el reemplazo incluye segmentos génicos Vh1-2 y Du1-1 humanos, y el locus ADAM6 de
raton estd presente cadena abajo del segmento génico Vu1-2 y cadena arriba del segmento génico Du1-1. En un
aspecto especifico, el locus ADAM6 de ratén esta presente cadena arriba o en 5', de un segmento génico Vn1-2
humano y un segmento génico Du1-1 humano, en donde el extremo 5' del locus ADAM6 de raton esta a
aproximadamente 32.833 pb del extremo &' del segmento génico Vu1-2 humano y el extremo 3' del locus ADAM6
esta a aproximadamente 18.078 pb del extremo 5' del segmento génico V11-2 humano. En un aspecto especifico, el
locus ADAM6 de ratén comprende la SEQ ID NO: 3 o un fragmento de la misma que confiere la funcion ADAM6
dentro de las células del raton. En un aspecto especifico, el locus ADAM6 de ratén comprende la SEQ ID NO: 73 o
un fragmento de la misma que confiere la funcion ADAMG6 dentro de las células del raton. En un aspecto especifico,
el locus ADAMG6 de ratén comprende la SEQ ID NO: 77 o un fragmento de la misma que confiere la funcion ADAM6
dentro de las células del raton. En un aspecto especifico, la disposicion de los segmentos génicos humanos es
entonces la siguiente (de cadena arriba a cadena abajo con respecto a la direccién de transcripcion de los
segmentos génicos humanos): locus ADAM6 de ratén-Vu1-2 humano-Du1-1 humano. En un aspecto, la orientacién
de uno o mas de ADAM®6a de raton y ADAM6Eb de raton del locus de ADAMG de ratdn es opuesta con respecto a la
direccion de transcripcion en comparacion con la orientacion de los segmentos génicos humanos. Alternativamente,
el locus ADAMG6 de ratén esta presente en 3', o cadena abajo de, el Unico segmento génico Vi humano.

Del mismo modo, un ratén modificado con uno o mas segmentos génicos VL humanos (por ejemplo, segmentos Vk o
VA) que reemplazan todos o sustancialmente todos los segmentos génicos endégenos Vu de ratén pueden
modificarse para mantener el locus ADAM6 endégeno de ratén, como se ha descrito anteriormente, por ejemplo,
mediante el empleo de un vector de direccionamiento que tiene un brazo de homologia cadena abajo que incluye un
locus ADAMG6 de raton o fragmento funcional del mismo, o para reemplazar un locus ADAM6 dafiado de ratén con
una secuencia ectodpica posicionada entre dos segmentos génicos VL humanos o entre los segmentos génicos VL
humanos y un segmento génico Dn (ya sea humano o de ratéon, por ejemplo, VA + m/hDu), 0 un segmento génico J
(ya sea humano o de ratén, por ejemplo, Vk + Ju). En un aspecto, el reemplazo incluye dos o mas segmentos
génicos VL humanos, y el locus ADAM6 de ratén o fragmento funcional del mismo esta presente entre los dos
segmentos génicos VL. mas en 3'. En un aspecto especifico, la disposicion de los segmentos génicos VL humanos es
entonces la siguiente (de cadena arriba a cadena abajo con respecto a la direccién de transcripcion de los
segmentos génicos humanos): VL3-1 humano-locus ADAM6 de ratén-V..3' humano. En un aspecto, la orientacién de
uno o mas de ADAM®6a de ratén y ADAMG6b de ratdn del locus de ADAM6 de raton es opuesta con respecto a la
direccion de transcripcion en comparacion con la orientaciéon de los segmentos génicos VL humanos.
Alternativamente, el locus ADAMG6 de raton esta presente en la region intergénica entre el segmento génico VL
humano mas en 3' y el segmento génico Dy mas en 5'. Este puede ser el caso si el segmento Dy mas en 5' es de
raton o humano.

En un aspecto, se describe un ratén con un reemplazo de uno o mas segmentos génicos VH endégenos de raton, y
que comprende al menos un segmento génico Dn enddgeno de raton. En dicho ratén, la modificacion de los
segmentos génicos Vu enddégenos de raton puede comprender una modificacion de uno o méas de los segmentos
génicos Vi mas en 3, pero no del segmento génico Du mas en 5', donde se tiene cuidado para que la modificacion
de uno o mas segmentos génicos V4 mas en 3' no interrumpa ni haga que el locus ADAM6 enddgeno de ratén no
sea funcional. Por ejemplo, en un aspecto, el ratdn comprende un reemplazo de todos o sustancialmente todos los
segmentos génicos V4 enddgenos de ratdn con un uUnico segmento génico Vi humano, y el ratén comprende uno o
mas segmentos génicos Dy enddgenos y un locus ADAM6 enddgeno funcional de raton.

En otro aspecto, el ratdbn comprende la modificacién de los segmentos génicos Vu enddgenos mas en 3' de ratén, y
una modificaciéon de uno o mas segmentos génicos Dn enddgenos de ratén, y la modificacion se lleva a cabo para
mantener la integridad del locus ADAM6 enddgeno de ratdon en la medida en que el locus ADAM6 enddgeno
permanece funcional. En un ejemplo, dicha modificacion se realiza en dos etapas: (1) reemplazar los segmentos
génicos VH endogenos de ratdon mas en 3' con un Unico segmento génico Vi humano utilizando un vector de
direccionamiento con un brazo de homologia cadena arriba y un brazo de homologia cadena abajo en donde el
brazo de homologia cadena abajo incluye todo o una porcién de un locus ADAM6 funcional de ratén; (2) luego
reemplazar el segmento génico Dn enddgeno de ratdon con un vector de direccionamiento que tiene un brazo de
homologia cadena arriba que incluye todo o una porcién funcional de un locus ADAM6 de raton.

En diversos aspectos, el empleo de ratones que contienen una secuencia ectopica que codifica una proteina ADAM6
de ratén o un ortélogo u homologo u homélogo funcional de la misma es util cuando las modificaciones interrumpen
la funcion de ADAMG6 enddgeno de raton. La probabilidad de alterar la funcion ADAM6 enddgena de ratén es alta
cuando se realizan modificaciones en los loci de inmunoglobulina de ratén, en particular cuando se modifican las
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regiones variables de cadena pesada de inmunoglobulina de ratdén y secuencias circundantes. Por lo tanto, dichos
ratones proporcionan un beneficio particular cuando se hacen ratones con loci de cadena pesada de
inmunoglobulina que se eliminan en su totalidad o en parte, se humanizan en su totalidad o en parte, o se
reemplazan (por ejemplo, con secuencias Vk 0 VA) en su totalidad o en parte. Los expertos en la materia conocen
los métodos para realizar las modificaciones genéticas descritas para los ratones descritos a continuacion.

Los ratones que contienen una secuencia ectépica que codifica una proteina ADAM6 de ratén, o una proteina
sustancialmente idéntica o similar que confiere los beneficios de fertilidad de una proteina ADAM6 de ratén, son
particularmente utiles junto con modificaciones a un locus génico variable de cadena pesada de inmunoglobulina de
raton que interrumpe o elimina la secuencia ADAM6 enddgena de ratdon. Aunque se describe principalmente en
relacion con ratones que expresan anticuerpos con regiones variables humanas y regiones constantes de raton,
dichos ratones son utiles en relacion con cualquier modificacion genética que altere los genes ADAM6 enddgenos de
raton. Las personas expertas reconoceran que esto abarca una amplia variedad de ratones genéticamente
modificados que contienen modificaciones de loci génicos variables de cadena pesada de inmunoglobulina de ratén.
Estos incluyen, por ejemplo, ratones con una eliminacion o un reemplazo de todos o una porcion de segmentos
génicos de cadena pesada de inmunoglobulina de ratén, independientemente de otras modificaciones. Se describen
a continuacion ejemplos no limitantes.

En algunos aspectos, se describen ratones genéticamente modificados que comprenden un gen ADAM6 ectdpico de
raton, roedor u otro (u ortélogo u homdlogo o fragmento) funcional en un ratén, y uno o mas segmentos génicos
humanos de region variable y/o de constante de inmunoglobulina. En diversos aspectos, otros genes ADAMG6
ortélogos u homodlogos o fragmentos funcionales en un ratén pueden incluir secuencias de bovinos, caninos,
primates, conejos u otras secuencias no humanas.

En un aspecto, se describe un ratébn que comprende una secuencia ADAMG6 ectdpica que codifica una proteina
ADAMBG funcional, un reemplazo de todos o sustancialmente todos los segmentos génicos VH de ratdén con un unico
segmento génico Vi humano; un reemplazo de todos o sustancialmente todos los segmentos génicos Dn de ratén
con uno o mas segmentos génicos Du humanos; y un reemplazo de todos o sustancialmente todos los segmentos
génicos Ju de ratdon con uno o mas segmentos génicos Ju humanos.

En un aspecto, el ratdbn comprende ademas un reemplazo de una secuencia de nucleétidos Cn1 de ratén con una
secuencia de nucledtidos Cu1 humana. En un aspecto, el raton comprende ademas un reemplazo de una secuencia
de nucledtidos de bisagra de ratdn con una secuencia de nucledtidos de bisagra humana. En un aspecto, el ratén
comprende ademas un reemplazo de un locus variable de cadena ligera de inmunoglobulina (VL y Ji) con un locus
humano variable de cadena ligera de inmunoglobulina. En un aspecto, el raton comprende ademas un reemplazo de
una secuencia de nucledtidos de regién constante de cadena ligera de inmunoglobulina de ratén con una secuencia
de nucledtidos humana de region constante de cadena ligera de inmunoglobulina. En un aspecto especifico, la Vi,
Ji, y CL son secuencias de cadena ligera k de inmunoglobulina. En un aspecto especifico, el ratdbn comprende una
secuencia de region constante de inmunoglobulina Cnx2 de ratéon y Cn3 de raton fusionada con una secuencia de
bisagra humana y Cx1 humana, de modo que los loci de inmunoglobulina de ratén se reordenan para formar un gen
que codifica una proteina de unién que comprende (a) una cadena pesada que tiene una regién variable humana,
una region Cu1 humana, una regién bisagra humana y una regiéon Cnx2 de raton y Cx3 de raton; y (b) un gen que
codifica una cadena ligera de inmunoglobulina que comprende un dominio variable humano y una regién constante
humana.

En un aspecto, se describe un ratén que comprende una secuencia ADAMG6 ectdpica que codifica una proteina
ADAMBG funcional, un reemplazo de todos o sustancialmente todos los segmentos génicos Vu de ratén con uno o
mas segmentos génicos VL humanos y, opcionalmente, un reemplazo de todos o sustancialmente todos los
segmentos génicos Dx y/o segmentos génicos Ju con uno 0 mas segmentos génicos Dy humanos y/o segmentos
génicos Ju humanos u, opcionalmente, un reemplazo de todos o sustancialmente todos los segmentos génicos D y
segmentos génicos Ju con uno o mas segmentos génicos J. humanos.

En un aspecto, el ratén comprende un reemplazo de todos o sustancialmente todos los segmentos génicos Vu, Dn, ¥y
Ju de ratén con uno o mas segmentos génicos Vi, uno o mas Du, y uno o mas J (por ejemplo, Jk o JA), en donde los
segmentos génicos estan unidos operativamente a una regidon de bisagra enddgena de raton, en donde el ratén
forma un gen reordenado de cadena de inmunoglobulina que contiene, de 5' a 3' en la direccion de la transcripcion,
VL humano - Dy humano o de raton - J humano o de ratén - bisagra de raton - Cu2 de ratdon - Cu3 de ratén. En un
aspecto, la region J es una regidon Jk humana. En un aspecto, la regién J es una region Ju humana. En un aspecto,
la region J es una region JA humana. En un aspecto, la region VL humana se selecciona de una region VA humana y
una region VK humana.

En aspectos especificos, el ratdon expresa un anticuerpo de dominio variable Unico que tiene una regién constante de
raton o humana y una region variable procedente de una VK humana, una Dy humana y una JK humana; una VK
humana, una Dn humana y una Ju humana; una VA humana, una Ds humana y una JA humana; una VA humana, una
Du humana y una Ju humana; una Vk humana, una D1 humana y una JA humana; una VA humana, una Dy humana y
una Jk humana. En un aspecto especifico, las secuencias de reconocimiento de recombinacién se modifican para
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permitir que se produzcan reordenamientos productivos entre segmentos génico V, D y J citados o entre segmentos
génicos V y J citados.

En un aspecto, se describe un ratébn que comprende una secuencia ADAMG6 ectdpica que codifica una proteina
ADAMG funcional (u ortélogo u homélogo o fragmento funcional de la misma), un reemplazo de todos o
sustancialmente todos los segmentos génicos Vu de ratdn con uno o mas segmentos génicos VL humanos, un
reemplazo de todos o sustancialmente todos los segmentos génicos Du de ratdon y segmentos génicos Ju con
segmentos génicos JL humanos; en donde el raton carece de una region Cu1 y/o bisagra.

En un aspecto, el ratéon carece de una secuencia que codifica un dominio CH1. En un aspecto, el ratén carece de una
secuencia que codifica una region bisagra. En un aspecto, el ratdon carece de una secuencia que codifica un dominio
Cn1y una region bisagra.

En un aspecto especifico, el ratéon expresa una proteina de uniéon que comprende un dominio humano variable de
cadena ligera de inmunoglobulina (A o k) fusionado a un dominio CH2 de raton que esta unido a un dominio Cx3 de
raton.

En un aspecto, se describe un ratén que comprende una secuencia ADAMG6 ectopica que codifica una proteina
ADAMS6 funcional (u ortdlogo u homdlogo o fragmento funcional de la misma), un reemplazo de todos o
sustancialmente todos los segmentos génicos Vi de ratdon con uno o mas segmentos génicos V. humanos, un
reemplazo de todos o sustancialmente todos los segmentos génicos D y Ju de ratdon con segmentos génicos J.
humanos.

En un aspecto, el ratén comprende una eliminacion de una secuencia génica de regidon constante de cadena pesada
de inmunoglobulina que codifica una regidon Cn1, una region bisagra, una region Cu1 y una bisagra, o una region Cu1
y una region bisagra y una region Cn2.

En un aspecto, el ratéon produce una proteina de unién a un dominio variable unico que comprende un homodimero
seleccionado entre los siguientes: (a) VL humano - Cu1 de ratén - CH2 de ratdon - Cu3 de ratédn; (b) VL humano -
bisagra de ratén - Ch2 de raton- Cu3 de ratédn; (c) VL humano - CH2 de ratén - Ch3 de raton.

En un aspecto, se describe un ratéon con un locus enddgeno desactivado de cadena pesada enddgena de
inmunoglobulina, que comprende un locus ADAM6 enddgeno desactivado o eliminado de ratén, en donde el ratén
comprende una secuencia de acido nucleico que expresa un anticuerpo humano o de ratén o humano/de ratén u
otro quimérico. En un aspecto, la secuencia de 4cido nucleico esta presente en un transgen integrado que se integra
aleatoriamente en el genoma del ratén. En un aspecto, la secuencia de acido nucleico esta en un episoma (por
ejemplo, un cromosoma) que no se encuentra en un raton de tipo silvestre.

En un aspecto, el ratdbn comprende ademas un locus endégeno desactivado de cadena ligera de inmunoglobulina.
En un aspecto especifico, el locus endégeno de cadena ligera de inmunoglobulina se selecciona de un locus de
cadena ligera kappa (k) y lambda (A). En un aspecto especifico, el ratdn comprende un locus endégeno desactivado
de cadena ligera Kk y un locus desactivado de cadena ligera A, en donde el ratdbn expresa un anticuerpo que
comprende un dominio humano variable de cadena pesada de inmunoglobulina y un dominio humano de cadena
ligera de inmunoglobulina. En un aspecto, el dominio humano de cadena ligera de inmunoglobulina se selecciona de
un dominio humano de cadena ligera K y un dominio humano de cadena ligera A.

En un aspecto, se describe un animal genéticamente modificado que expresa un anticuerpo quimérico y expresa una
proteina ADAMG u ortélogo u homdlogo de la misma que es funcional en el animal genéticamente modificado.

En un aspecto, el animal genéticamente modificado se selecciona de un ratén y una rata. En un aspecto, el animal
genéticamente modificado es un ratoén, y la proteina ADAMG6 u ortélogo u homdlogo de la misma es de una cepa de
raton que es una cepa diferente que el animal genéticamente modificado. En un aspecto, el animal genéticamente
modificado es un roedor de la familia Cricetida (por ejemplo, un hamster, una rata o ratén del Nuevo Mundo, un
topillo) y el ortélogo u homdlogo de la proteina ADAMG6 es de un roedor de la familia Muridae (por ejemplo, un ratén o
rata auténtica, jerbo, ratéon espinoso, rata con cresta). En un aspecto, el animal genéticamente modificado es un
roedor de la familia Muridae, y el ortélogo u homaélogo de la proteina ADAM®6 es de un roedor de la familia Cricetidae.

En un aspecto, el anticuerpo quimérico comprende un dominio variable humano y una secuencia de region constante
de un roedor. En un aspecto, el roedor se selecciona de un roedor de la familia Cricetidae y un roedor de la familia
Muridae. En un aspecto especifico, el roedor de la familia Cricetidae y de la familia Muridae es un ratén. En un
aspecto especifico, el roedor de la familia Cricetidae y de la familia Muridae es una rata. En un aspecto, el anticuerpo
quimérico comprende un dominio variable humano y un dominio constante de un animal seleccionado de un ratén o
rata; en un aspecto especifico, el raton o la rata se seleccionan de la familia Cricetidae y la familia Muridae. En un
aspecto, el anticuerpo quimérico comprende un dominio humano variable de cadena pesada, un dominio humano
variable de cadena ligera y una secuencia de region constante procedente de un roedor seleccionado de ratén y
rata, en donde el dominio humano variable de cadena pesada y la cadena ligera humana son afines. En un aspecto
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especifico, afin incluye que la cadena pesada humana y los dominios humanos variables de cadena ligera sean de
un solo linfocito B que expresa el dominio humano variable de cadena ligera y el dominio humano variable de
cadena pesada juntos y presenten los dominios variables juntos en la superficie de un linfocito B individual.

En un aspecto, el anticuerpo quimérico se expresa a partir de un locus de inmunoglobulina. En un aspecto, el
dominio variable de cadena pesada del anticuerpo quimérico se expresa a partir de un locus endégeno reordenado
de cadena pesada de inmunoglobulina. En un aspecto, el dominio variable de cadena ligera del anticuerpo quimérico
se expresa a partir de un locus enddgeno reordenado de cadena ligera de inmunoglobulina. En un aspecto, el
dominio variable de cadena pesada del anticuerpo quimérico y/o el dominio variable de cadena ligera del anticuerpo
quimérico se expresa a partir de un transgen reordenado (por ejemplo, una secuencia de acido nucleico reordenada
procedente de una secuencia de &cido nucleico no reordenada integrada en el genoma animal en un locus que no
sea un locus enddgeno de inmunoglobulina). En un aspecto, el dominio variable de cadena ligera del anticuerpo
quimérico se expresa a partir de un transgen reordenado (por ejemplo, una secuencia de acido nucleico reordenada
procedente de una secuencia de acido nucleico no reordenada integrada en el genoma del animal en un locus
distinto de un locus enddgeno de inmunoglobulina).

En un aspecto especifico, el transgen se expresa a partir de un locus transcripcionalmente activo, por ejemplo, un
locus ROSA26, por ejemplo, un locus ROSA26 murino (por ejemplo, de ratén).

En un aspecto, se describe un animal no humano, que comprende un locus humanizado de cadena pesada de
inmunoglobulina, en donde el locus humanizado de cadena pesada de inmunoglobulina comprende una secuencia
ADAM®6 no humana u ortélogo u homdlogo de la misma.

En un aspecto, el ortélogo u homélogo ADAM6 no humano es una secuencia que es ortéloga y / u homologa a una
secuencia ADAMG de raton, en donde el ortélogo u homologo es funcional en el animal no humano.

En un aspecto, el animal no humano es un roedor seleccionado de un ratén, una rata, y un hamster.

En un aspecto, el animal no humano se selecciona de un ratén, una rata y un hamster y el ortélogo u homélogo
ADAMBG es de un animal no humano seleccionado de un ratdén, una rata, y un hamster. En un aspecto especifico, el
animal no humano es un ratéon y el ortélogo u homoélogo ADAMG6 es de un animal que se selecciona de una especie
de ratén diferente, una rata, y un hamster. En un aspecto especifico, el animal no humano es una rata, y el ortélogo
u homélogo ADAMG6 es de un roedor que se selecciona de una especie diferente de rata, un ratén y un hamster. En
un aspecto especifico, el animal no humano es un hamster, y el ortélogo u homélogo ADAMG6 es de un roedor que se
selecciona de una especie de hamster diferente, un ratén y una rata.

En un aspecto especifico, el animal no humano es del suborden Myomorpha, y la secuencia ADAMG6 es de un animal
seleccionado de un roedor de la superfamilia Dipodoidea y un roedor de la superfamilia Muroidea. En un aspecto
especifico, el roedor es un ratén de la superfamilia Muroidea, y el ortélogo u homdélogo ADAM6 es de un ratéon o una
rata o un hamster de la superfamilia Muroidea.

En un aspecto, el locus humanizado de cadena pesada comprende un Unico segmento génico Vi humano, uno o
mas segmentos génicos Dy humanos y uno o mas segmentos génicos Ju humanos. En un aspecto especifico, el
segmento génico Vi humano, el uno o mas segmentos génicos Dn humanos, y el uno o mas segmentos génicos Ju
humanos estan unidos operativamente a uno, o mas, genes humanos de regién constante quiméricos y/o de roedor
(por ejemplo, raton o rata). En un aspecto, los genes de region constante son de raton. En un aspecto, los genes de
region constante son de rata. En un aspecto, los genes de region constante son de hamster. En un aspecto, la
secuencia de region constante comprende una secuencia seleccionada de una bisagra, una Cx2, una Ch3, y una
combinacién de las mismas. En un aspecto especifico, los genes de region constante comprenden una secuencia
bisagra, una Ch2 y una Cx3.

En un aspecto, la secuencia ADAM6 no humana es contigua a una secuencia humana de cadena pesada de
inmunoglobulina. En un aspecto, la secuencia ADAM6 no humana se coloca dentro de una secuencia humana de
cadena pesada de inmunoglobulina. En un aspecto especifico, la secuencia humana de cadena pesada de
inmunoglobulina comprende un segmento génico V, D y/o J.

En un aspecto, la secuencia ADAM6 no humana se yuxtapone con un segmento génico V. En un aspecto, la
secuencia ADAM6 no humana se posiciona entre dos segmentos génicos V. En un aspecto, la secuencia ADAM6 no
humana se yuxtapone entre un segmento génico V y uno D. En un aspecto, la secuencia ADAM6 de ratén se
posiciona entre un segmento génico V y uno J. En un aspecto, la secuencia ADAM6 de ratdn se yuxtapone entre un
segmento génico D y uno J.

En un aspecto, se describe un animal no humano modificado genéticamente, que comprende un linfocito B que
expresa un dominio Vi humano afin con un dominio V. humano de un locus de inmunoglobulina, en donde el animal
no humano expresa una proteina no humana no de inmunoglobulina del locus de inmunoglobulina. En un aspecto, la
proteina no humana no de inmunoglobulina es una proteina ADAM. En un aspecto especifico, la proteina ADAM es
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una proteina ADAM6 u homoélogo u ortélogo o fragmento funcional de la misma.

En un aspecto, el animal no humano es un roedor (por ejemplo, ratén o rata). En un aspecto, el roedor es de la
familia Muridae. En un aspecto, el roedor es de la subfamilia Muridae. En un aspecto especifico, el roedor de la
subfamilia Murinae se selecciona entre un roedor y una rata.

En un aspecto, la proteina no humana no de inmunoglobulina es una proteina de roedor. En un aspecto, el roedor es
de la familia Muridae. En un aspecto, el roedor es de la subfamilia Muridae. En un aspecto especifico, el roedor se
selecciona de un raton, una rata, y un hamster.

En un aspecto, los dominios Vu y VL humanos estdn unidos directamente o a través de un enlazador a una
secuencia de dominio constante de inmunoglobulina. En un aspecto especifico, la secuencia de dominio constante
comprende una secuencia seleccionada de una bisagra, una Cx2, una Cn3, y una combinacion de las mismas. En
un aspecto especifico, el dominio VL humano se selecciona de un dominio Vk o VA.

En un aspecto, se describe un animal no humano modificado genéticamente, que comprende en su linea germinal
una secuencia humana de inmunoglobulina, en donde el esperma de un animal macho no humano se caracteriza
por un defecto de migracion in vivo. En un aspecto, el defecto de migracién in vivo comprende una incapacidad de
los espermatozoides del animal macho no humano para migrar desde un utero a través de un oviducto de un animal
hembra no humano de la misma especie. En un aspecto, el animal no humano carece de una secuencia de
nucleétidos que codifica una proteina ADAM6 o un fragmento funcional de la misma. En un aspecto especifico, la
proteina ADAM6 o fragmento funcional de la misma incluye una proteina ADAM6a y/o ADAM6b o fragmentos
funcionales de la misma. En un aspecto, el animal no humano es un roedor. En un aspecto especifico, el roedor se
selecciona de un raton, una rata, y un hamster.

En un aspecto, se describe un animal no humano, que comprende una secuencia humana de inmunoglobulina
contigua a una secuencia no humana que codifica una proteina ADAM6 u ortélogo u homélogo o fragmento funcional
de la misma. En un aspecto, el animal no humano es un roedor. En un aspecto especifico, el roedor se selecciona
de un ratén, una rata, y un hamster.

En un aspecto, la secuencia humana de inmunoglobulina es una secuencia de cadena pesada de inmunoglobulina.
En un aspecto, la secuencia de inmunoglobulina comprende un uUnico segmento génico Vu. En un aspecto, la
secuencia humana de inmunoglobulina comprende uno o0 mas segmentos génicos Dn. En un aspecto, la secuencia
humana de inmunoglobulina comprende uno 0 mas segmentos génicos Ju. En un aspecto, la secuencia humana de
inmunoglobulina comprende un unico segmento génico VH, uno o mas segmentos génicos Dn y uno o mas
segmentos génicos Jx.

En un aspecto, la secuencia de inmunoglobulina comprende un Unico segmento génico Vu que esta asociado con el
polimorfismo en los repertorios humanos naturales. En un aspecto especifico, el unico segmento génico Vu se
selecciona de Vu1-2, Vu1-69, Vu2-26, Vu2-70 o Vu3-23 humano. En otro aspecto especifico, el unico segmento
génico Vi es Vu1-2. En otro aspecto especifico, el unico segmento génico Vu es Vu1-69.

En un aspecto, la secuencia de inmunoglobulina comprende un unico segmento génico Vi que esta asociado con
multiples copias en repertorios humanos naturales. En un aspecto especifico, el Unico segmento génico Vu se
selecciona de Vu1-2, Vu1-69, VH2-26, Vu2-70 o VH3-23 humano. En otro aspecto especifico, el Unico segmento
génico Vu es Vu1-2. En otro aspecto especifico, el unico segmento génico Vu es Vu1-69.

En diversos aspectos, el segmento génico Vu se selecciona de Vu6-1, Vu1-2, Vu1-3, Vu2-5, Vu3-7, Vu1-8, Vu3-9,
Vh3-11, Vu3-13, Vu3-15, Vu3-16, Vu1-18, Vh3-20, VH3-21, Vu3-23, Vu1-24, VH2-26, Vh4-28, Vu3-30, Vh4-31, Vu3-33,
Vh4-34, Vu3-35, Vu3-38, Vud-39, Vu3-43, Vu1-45, Vu1-46, Vu3-48, Vu3-49, Vu5-51, Vu3-53, Vu1-58, Vué-59, Vri-61,
Vu3-64, Vu3-66, Vu1-69, Vu2-70, Vu3-72, Vu3-73 y Vu3-74.

En diversos aspectos, el segmento génico Vu se selecciona de la Tabla 1 y esté representado en los repertorios
humanos naturales por cinco o mas alelos. En un aspecto especifico, el gen Vu se selecciona de Vu1-2, Vu1-69,
Vh2-5, VH2-70, Vu3-15, Vu3-23, Vu3-30, VH3-33, Vu3-49, Vu3-64, Vud-4, VH4-28, Vu4-30-2, Vu4-30-4, Vud-31, Vrd-
34, Vu4-39, Vu4-59, Vud-61, Vub -51 y Vu7-4-1.

En un aspecto, el animal no humano es un ratén, y el ratdn comprende un reemplazo de segmentos génicos Vx
enddgenos de raton con un Unico segmento génico Vi humano, en donde el segmento génico Vi humano esta unido
operativamente a un gen de region Cw de raton, tal que el ratdon reordena el segmento génico Vi humano y expresa
una cadena pesada quimérica de inmunoglobulina inversa que comprende un dominio V4 humano y un Cn de ratén.
En un aspecto, un 90-100 % de los segmentos génicos Vu de ratdon no reordenados se reemplazan con un segmento
génico Vi humano no reordenado. En un aspecto especifico, todos o sustancialmente todos los segmentos génicos
VHu enddgenos de ratdon se reemplazan con un segmento génico Vi humano no reordenado. En un aspecto, el
reemplazo es con un segmento génico VH1-69 humano no reordenado. En un aspecto, el reemplazo es con un
segmento génico Vu1-2 humano no reordenado. En un aspecto, el reemplazo es con un segmento génico Vh2-26
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humano no reordenado. En un aspecto, el reemplazo es con un segmento génico V12-70 humano no reordenado.
En un aspecto, el reemplazo es con un segmento génico V13-23 humano no reordenado.

En un aspecto, el ratdbn comprende un reemplazo de todos los segmentos Dn y Ju de ratéon con al menos un
segmento Dn humano no reordenado y al menos un segmento Ju humano no reordenado. En un aspecto, el al
menos un segmento Dy humano no reordenado se selecciona de 1-1, 1-7, 1-26, 2-8, 2-15, 3-3, 3-10, 3-16, 3-22, 5-5,
5-12, 6-6, 6-13, 7-27, y una combinacion de los mismos. En un aspecto, el al menos un segmento J+ humano no
reordenado se selecciona de 1, 2, 3, 4, 5, 6 y una combinacién de los mismos.

En diversos aspectos, la secuencia humana de inmunoglobulina estd en un enlace operativo con una region
constante en la linea germinal del animal no humano (por ejemplo, el roedor, por ejemplo, el ratén, rata o hamster).
En un aspecto, la regién constante es una region constante humana, quimérica humana/de ratén o quimérica
humana/de rata o quimérica humana/de hamster, de ratén, de rata o de hamster. En un aspecto, la regién constante
es una regién constante de roedor (por ejemplo, de ratén, rata o hamster). En un aspecto especifico, el roedor es un
ratén o una rata. En diversos aspectos, la region constante comprende al menos un dominio CH2 y un dominio Cn3.

En un aspecto, la secuencia humana de cadena pesada de inmunoglobulina esta ubicada en un locus de cadena
pesada de inmunoglobulina en la linea germinal del animal no humano (por ejemplo, el roedor, por ejemplo, el ratén,
la rata o el hamster). En un aspecto, la secuencia humana de cadena pesada de inmunoglobulina esta ubicada en
un locus de cadena pesada no de inmunoglobulina en la linea germinal del animal no humano, en donde el locus no
de cadena pesada es un locus transcripcionalmente activo. En un aspecto especifico, el locus no de cadena pesada
es un locus ROSA26.

En diversos aspectos, el animal no humano comprende ademas una secuencia humana de cadena ligera de
inmunoglobulina (por ejemplo, una o mas secuencias V y J de cadena ligera no reordenadas, o una o mas
secuencias VJ reordenadas) en la linea germinal del animal no humano. En un aspecto especifico, la secuencia de
cadena ligera de inmunoglobulina es una secuencia de cadena ligera Kk de inmunoglobulina. En un aspecto, la
secuencia humana de cadena ligera de inmunoglobulina comprende uno o mas segmentos génicos VL. En un
aspecto, la secuencia humana de cadena ligera de inmunoglobulina comprende uno o mas segmentos génicos Ji.
En un aspecto, la secuencia humana de cadena ligera de inmunoglobulina comprende uno o mas segmentos
génicos VL y uno o mas segmentos génicos J.. En un aspecto especifico, la secuencia humana de cadena ligera de
inmunoglobulina comprende al menos 16 segmentos génicos VK y cinco segmentos génicos Jk. En un aspecto
especifico, la secuencia humana de cadena ligera de inmunoglobulina comprende al menos 30 segmentos génicos
VK y cinco segmentos génicos Jk. En un aspecto especifico, la secuencia humana de cadena ligera de
inmunoglobulina comprende al menos 40 segmentos génicos VK y cinco segmentos génicos Jk. En diversos
aspectos, la secuencia humana de cadena ligera de inmunoglobulina esta en un enlace operativo con una regién
constante en la linea germinal del animal no humano (por ejemplo, roedor, por ejemplo, ratén, rata o hamster). En un
aspecto, la region constante es una region constante humana, quimérica humana/de roedor, de ratén, de rata o de
hamster. En un aspecto especifico, la region constante es una region constante de ratén o rata. En un aspecto
especifico, la region constante es una regién constante k de ratéon (nCk) o una region constante k de rata (rCk).

En un aspecto, el animal no humano es un ratén y el ratdn comprende un reemplazo de todos o sustancialmente
todos los segmentos génicos VK y Jk con al menos seis segmentos génicos VK humanos y al menos un segmento
génico Jk. En un aspecto, todos o sustancialmente todos los segmentos génicos Vk y Jk se reemplazan con al
menos 16 segmentos génicos Vk humanos (Vk humanos) y al menos un segmento génico Jk. En un aspecto, todos
o sustancialmente todos los segmentos génicos VK y Jk se reemplazan con al menos 30 segmentos génicos VK
humanos y al menos un segmento génico Jk. En un aspecto, todos o sustancialmente todos los segmentos génicos
VK y Jk se reemplazan con al menos 40 segmentos génicos Vk humanos y al menos un segmento génico Jk. En un
aspecto, el al menos un segmento génico Jk comprende dos, tres, cuatro o cinco segmentos génicos Jk humanos.

En un aspecto, los segmentos génicos Vk humanos comprenden Vk4-1, Vk5-2, Vk7-3, Vk2-4, Vk1-5 y Vk1-6. En un
aspecto, los segmentos génicos Vk comprenden Vk3-7, Vk1-8, Vk1-9, Vk2-10, Vk3-11, Vk1-12, Vk1-13, Vk2-14, VK3-
15y Vk1-16. En un aspecto, los segmentos génicos Vk humanos comprenden Vk1-17, Vk2-18, Vk2-19, Vk3-20, VK6-
21, Vk1-22, Vk1-23, Vk2-24, Vk3-25, Vk2-26, Vk1-27, Vk2-28, Vk2-29 y Vk2-30. En un aspecto, los segmentos
génicos Vk humanos comprenden Vk3-31, Vk1-32, Vk1-33, Vk3-34, Vk1-35, Vk2-36, Vk1-37, Vk2-38, Vk1-39 y Vk2-
40.

En un aspecto especifico, los segmentos génicos Vk comprenden segmentos génicos humanos k contiguos de
inmunoglobulina que abarcan el locus humano de cadena ligera k de inmunoglobulina desde Vk4-1 hasta Vk2-40, y
los segmentos génicos Jk comprenden segmentos génicos contiguos que abarcan el locus humano de cadena ligera
K de inmunoglobulina desde Jk1 hasta Jk5.

En un aspecto, la secuencia humana de cadena ligera de inmunoglobulina estd ubicada en un locus de cadena
ligera de inmunoglobulina en la linea germinal del animal no humano. En un aspecto especifico, el locus de cadena
ligera de inmunoglobulina en la linea germinal del animal no humano es un locus de cadena ligera k de
inmunoglobulina. En un aspecto, la secuencia humana de cadena ligera de inmunoglobulina esta ubicada en un
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locus de cadena ligera no de inmunoglobulina en la linea germinal del animal no humano que es
transcripcionalmente activo. En un aspecto especifico, el locus no de inmunoglobulina es un locus ROSA26.

En un aspecto, se describe un método para hacer un anticuerpo humano, en donde el anticuerpo humano
comprende dominios variables procedentes de una o mas secuencias de &acido nucleico de regién variable
codificadas en una célula de un animal no humano como se describe en el presente documento.

En un aspecto, se describe un método para fabricar un anticuerpo anti-idiotipo, en donde el anticuerpo anti-idiotipo
comprende dominios variables procedentes de una o mas secuencias de acido nucleico de regién variable
codificadas en una célula de un animal no humano como se describe en el presente documento, comprendiendo el
método exponer un animal no humano como se describe en el presente documento a un anticuerpo que comprende
dominios variables humanos. En un aspecto, el anticuerpo anti-idiotipo es especifico o puede unirse a un dominio
humano variable de cadena pesada. En un aspecto, el anticuerpo es especifico o puede unirse a un dominio
humano variable de cadena ligera.

En un aspecto especifico, el anticuerpo anti-idiotipo es especifico o puede unirse a un dominio humano variable de
cadena pesada, en donde el dominio humano variable de cadena pesada comprende un segmento génico VH
humano reordenado seleccionado de VH6 -1, VH1-2, VH1-3, VH2-5, Vu3-7, VH1-8, VH3-9, Vu3-11, Vu3-13, VH3-15,
Vu3-16, VH1-18, Vu3-20, Vu3-21, Vu3-23, Vu1-24, V42-26, Vué-28, Vu3-30, Vud-31, Vu3-33, Vh4-34, Vu3-35, Vh3-38,
Vh4-39, Vu3-43, Vu1-45, Vu1-46, Vu3-48, Vu3-49, VH5-51, Vu3-53, Vu1-58, Vud-59, Vh4-61, Vu3-64, Vu3-66, VH1-69,
VH2-70, VH3-72, Vu3-73 y Vu3-74.

En un aspecto especifico, el anticuerpo anti-idiotipo es especifico o puede unirse a un dominio humano variable de
cadena pesada, en donde el dominio humano variable de cadena pesada comprende un segmento génico Vu
humano reordenado seleccionado de VH1-2, Vu1-69, Vu2-5, VHu2-70, Vu3-15, VH3-23, Vu3-30, VH3-33, VH3-49, VH3-
64, Vu4-4, Vua-28, Vua-30-2, Viua-30-4, Vud-31, Vud-34, Vud-39, Vua-59, Vid-61, Vib -51 y Vn7-4-1.

En un aspecto especifico, el anticuerpo anti-idiotipo es especifico o puede unirse a un dominio humano variable de
cadena ligera, en donde el dominio humano variable de cadena ligera comprende un segmento génico Vk humano
reordenado seleccionado de Vk4-1, Vk5-2, VK7-3, Vk2-4, Vk1-5, Vk1-6, Vk3-7, Vk1-8, Vk1-9, Vk2-10, Vk3-11, Vk1-
12, Vk1-13, Vk2-14, Vk3-15, Vk1-16, Vk1-17, Vk2-18, Vk2-19, Vk3-20, Vk6-21, Vk1-22, Vk1-23, Vk2-24, Vk3-25,
Vk2-26, Vk1-27, Vk2-28, Vk2-29, Vk2-30, Vk3-31, Vk1-32, Vk1-33, Vk3-34, Vk1-35, Vk2-36, Vk1-37, Vk2-38, Vk1-39
y Vk2-40.

En un aspecto especifico, el anticuerpo anti-idiotipo es especifico o puede unirse a un dominio humano variable de
cadena ligera, en donde el dominio humano variable de cadena ligera comprende un segmento génico Vk1-39
humano reordenado.

En un aspecto especifico, el anticuerpo anti-idiotipo es especifico o puede unirse a un dominio humano variable de
cadena ligera, en donde el dominio humano variable de cadena ligera comprende un segmento génico VA humano
reordenado seleccionado de VA3-1, VA4-3, VA2-8, VA3-9, VA3-10, VA2-11, VA3-12, VA2-14, VA3-16, VA2-18, VA3-19,
VA3-21, VA3-22, VA2-23, VA3-25, VA3-27, VA3-32, VA2-33, VA2-34, VA1-36, VA1-40, VA7-43, VA1-44, MA5-45, VAT-
46, VA1-47, VA5-48, VA9-49, VA1-50, VA1-51, VA5-52, VA10-54, VA11-55, VA6-57, VA4-60, VA8-61 y VA4-69.

En un aspecto, se describe un método para fabricar un anticuerpo anti-idiotipo, en donde el anticuerpo anti-idiotipo
comprende dominios variables procedentes de una o mas secuencias de &acido nucleico de regién variable
codificadas en una célula de un animal no humano que comprende un locus restringido de cadena pesada de
inmunoglobulina que comprende un Unico segmento génico V4 humano, 27 segmentos génicos Dn y seis segmentos
génicos Ju, y en donde el anticuerpo anti-idiotipo es especifico 0 es capaz de unirse a un dominio humano variable
de cadena pesada que comprende un segmento génico Vu1-69 humano reordenado, comprendiendo el método
exponer el animal no humano a un anticuerpo que comprende el segmento génico Vy1-69 humano reordenado y
aislar el anticuerpo anti-idiotipo del animal no humano. En un aspecto especifico, el Unico segmento génico Vu
humano se selecciona de un segmento génico Vx1-2 humano o un segmento génico Vu1-69 humano.

En un aspecto, se describe un método para fabricar un anticuerpo anti-idiotipo, en donde el anticuerpo anti-idiotipo
comprende dominios variables procedentes de una o mas secuencias de acido nucleico de regién variable
codificadas en una célula de un animal no humano que comprende un locus restringido de cadena pesada de
inmunoglobulina que comprende un Unico segmento génico Vi humano, 27 segmentos génicos Dn y seis segmentos
génicos Ju, y en donde el anticuerpo anti-idiotipo es especifico o es capaz de unirse a un dominio humano variable
de cadena ligera que comprende un segmento génico Vk1-39 humano reordenado, comprendiendo el método
exponer el animal no humano a un anticuerpo que comprende el segmento génico Vk1-39 humano y aislar el
anticuerpo del animal no humano. En un aspecto especifico, el inico segmento génico V4 humano se selecciona de
un segmento génico Vx1-2 humano o un segmento génico Vi1 -69 humano.

En un aspecto, se describe una composicion farmacéutica, que comprende un polipéptido que comprende un
anticuerpo o fragmento de anticuerpo que procede de una o mas secuencias de acido nucleico de region variable
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aisladas de un animal no humano como se describe en el presente documento. En un aspecto, el polipéptido es un
anticuerpo. En un aspecto, el polipéptido es un anticuerpo solo de cadena pesada. En un aspecto, el polipéptido es
un fragmento variable de cadena Unica (por ejemplo, un scFv).

En un aspecto, se describe el uso de un animal no humano como se describe en el presente documento para hacer
un anticuerpo. En diversos aspectos, el anticuerpo comprende uno o mas dominios variables que proceden de una o
mas secuencias de acido nucleico de region variable aisladas del animal no humano. En un aspecto especifico, las
secuencias de acido nucleico de region variable comprenden segmentos génicos de cadena pesada de
inmunoglobulina. En un aspecto especifico, las secuencias de acido nucleico de regidon variable comprenden
segmentos génicos de cadena ligera de inmunoglobulina.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos se proporcionan para describir a los expertos en la materia como hacer y usar los métodos y
composiciones descritos en el presente documento. A menos que se indique otra cosa, la temperatura se indica en
grados Celsius, y la presion es la atmosférica o casi atmosférica.

Ejemplo 1
Construccion de un locus humanizado restringido de IgH

Un locus humano de cadena pesada genomanipulado de manera unica que contiene un unico segmento génico Vy
humano ubicado cadena arriba de todos los segmentos génicos Du y J4 humanos puede construirse mediante
recombinacion homodloga usando ADN de cromosoma bacteriano artificial (BAC). Los ejemplos de segmentos
génicos Vi humanos empleados para la construccion de dicho locus de cadena pesada de inmunoglobulina incluyen
segmentos génicos Vu polimorficos y/o segmentos génicos Vx asociados con una variacion en el nimero de copias,
tales como, por ejemplo, Vn1-2, Vu1-69, Vh2-26, Vu2-70, y Vu3-23. La tecnologia de ingenieria genética
VELOCIGENE® puede emplearse para la creacién de un locus de cadena pesada que contiene solo Vx usando
varias construcciones de seleccion (véase, por ejemplo, la patente de los EE.UU. 6.586.251 y Valenzuela, D.M. et
al.,, 2003, High-throughput engineering of the mouse genome coupled with high-resolution expression analysis.
Nature Biotechnology 21(6): 652-659).

Estrategia ejemplar para la construccion de un locus humano restringido Vu1-69 de IgH (Figura 1). En la
primera etapa, un BAC humano modificado que contenia multiples segmentos génicos V4 humanos distales (en 5'),
incluido Vu1-69, un casete de seleccion cadena arriba (por ejemplo, higromicina) y un brazo de homologia de ratén
en 5 se dirigid6 mediante recombinacion homdloga con un segundo casete de seleccion (por ejemplo,
espectinomicina), que también contenia una secuencia sefial de recombinacion modificada (Etapa 1, Figura 1). Esta
secuencia sefial de recombinacion (SSR) modificada introdujo dos mutaciones puntuales (T a Ay G a A) en la regién
de SSR en 3' del gen humano V11-69 cambiando el nonamero SSR a la secuencia consenso optima. Por lo tanto, la
Etapa 1 dio como resultado un fragmento genémico humano que contenia el segmento génico VH1-69 humano con
una SSR modificada en 3', un sitio de restriccion AsiSI Unico a aproximadamente 180 pb cadena abajo de la SSR y
un casete de espectinomicina.

La Etapa 2 incluyo el uso de un casete de neomicina (Neo) flanqueado por sitios Frt para eliminar el casete de
seleccién (higromicina) y segmentos génicos adicionales Vi humanos cadena arriba (en 5'). Esta modificacion fue
dirigida, mediante recombinacion homodloga, de 5' al segmento génico Vu1-69 humano para dejar intactos
aproximadamente 8,2 kb de la regién promotora del Vu1-69 humano y el brazo de homologia de ratén en 5'.

La Etapa 3 incluyo otro casete de seleccion (espectinomicina) flanqueado por sitios de restriccion genomanipulados
de manera Unica (por ejemplo, PI-Scel y AsiSl) dirigidos mediante recombinacion homdloga a un fragmento
gendémico humano que contiene los primeros tres segmentos génicos funcionales Vi humanos y todos los
segmentos génicos Du y Ju humanos (Figura 1). El fragmento genémico humano estaba previamente dirigido
mediante recombinacion homdéloga con un casete de neomicina y contenia brazos de homologia en 5' y 3' que
contenian la secuencia genémica de raton en 5' y 3' del locus endégeno de cadena pesada, incluido el potenciador
intronico en 3'y el gen IgM. Esta modificacion eliminé la secuencia gendémica de ratén en §'y los segmentos génicos
Vu humanos, dejando aproximadamente 3,3 kb de la region intergénica Vu-Dn cadena arriba del segmento génico
Du1-1 humano, todos los segmentos Dy y Ju humanos, y el fragmento genémico de ratén en 3' que contenia el
potenciador intrénico en 3'y el gen IgM (Figura 1).

La Etapa 4 se realizd mediante el uso de los sitios de restriccion Unicos (descritos anteriormente) para cortar,
seguido de la unién de los dos BAC modificados de la Etapa 2 y la Etapa 3, que produjeron la construccion de
direccionamiento final. La construccion de direccionamiento final para la creacién de un locus modificado de cadena
pesada que contiene un segmento génico Vu1-69 humano, todos los segmentos génicos Du humanos y todos los
segmentos génicos Ju humanos en las células ME contenian, de 5' a 3', un brazo de homologia en 5' que contenia
aproximadamente 20 kb de secuencia gendmica de ratén cadena arriba del locus endégeno de cadena pesada, un
sitio Frt en 5', un casete de neomicina, un sitio Frt en 3', aproximadamente 8,2 kb del promotor VH1-69 humano, el
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segmento génico Vu1-69 humano con una SSR modificada en 3', 27 segmentos génicos Du humanos, seis
segmentos Ju humanos y un brazo de homologia en 3' que contenia aproximadamente 8 kb de secuencia genémica
de ratén cadena abajo de los segmentos génicos Ju de ratdn, incluido el potenciador intrénico en 3'y el gen IgM
(Figura 1).

Estrategia ejemplar para la construccion de un locus humano restringido Vu1-2 de IgH (Figura 2). De forma
similar, se emplean otros segmentos génicos Vu polimérficos en el contexto de regiones constantes de cadena
pesada de ratdén para construir una serie de ratones que tienen un numero restringido de segmentos V de cadena
pesada de inmunoglobulina (por ejemplo, 1, 2, 3, 4 0 5), en donde los segmentos V son variantes polimérficas de un
miembro de la familia génica V. Los segmentos génicos Vu polimoérficos ejemplares proceden de segmentos génicos
Vu humanos que incluyen, por ejemplo, Vu1-2, VH2-26, VH2-70, y Vu3-23). Dichos segmentos génicos Vi humanos
se obtienen, por ejemplo, mediante sintesis de novo (por ejemplo, Blue Heron Biotechnology, Bothell, WA) usando
secuencias disponibles en bases de datos publicadas. Por lo tanto, los fragmentos de ADN que codifican cada gen
VH, en algunos aspectos, se generan de forma independiente para su incorporacion en vectores de
direccionamiento, como se describe en el presente documento. De esta forma, los loci modificados multiples de
cadena pesada de inmunoglobulina que comprenden un numero restringido de segmentos génicos Vu se
genomanipulan en el contexto de regiones constantes de cadena pesada de ratén. En la Figura 2 se muestra una
estrategia de direccionamiento ejemplar para crear un locus humanizado restringido de cadena pesada que contiene
un segmento génico Vx1-2 humano, 27 segmentos génicos Du humanos y seis segmentos génicos Ju humanos.

En resumen, un clon BAC humano modificado que contiene tres segmentos génicos Vu humanos (Vu6-1, Vu1-2,
VHu1-3), 27 segmentos génicos Dy humanos y seis segmentos génicos J4 humanos (véase el documento USSN
13/404.075; presentado el 24 de febrero de 2012) se utiliza para crear un locus humanizado restringido de cadena
pesada que contiene un segmento génico Vu1-2 humano. Este clon BAC modificado une funcionalmente los
segmentos génicos humanos de cadena pesada mencionados anteriormente con el potenciador intrénico de raton y
la region constante de IgM. El locus de cadena pesada basado en Vu1-2 humano restringido se logra mediante dos
recombinaciones homélogas usando el clon BAC humano modificado descrito anteriormente. En la primera
recombinacion homologa, 205 pb del segmento génico Vu6-1 humano (desde aproximadamente 10 pb cadena arriba
(en 5') del coddn de inicio VH6-1 en el exdn 1 hasta aproximadamente 63 pb cadena abajo (en 3') del comienzo del
exon 2) en el clon BAC humano modificado se elimina mediante recombinacion homéloga bacteriana usando un
casete de espectinomicina (aadA) flanqueado por sitios de restriccion de PI-Scel unicos (Figura 2, BHR 1). Esto
permite la posterior eliminacion del casete aadA sin interrumpir otros segmentos génicos humanos dentro del locus
restringido de cadena pesada. En la segunda recombinacién homdloga, el extremo 5' del clon BAC humano
modificado que incluye todo el segmento génico Vu1-3 humano y aproximadamente 60 pb cadena abajo (en 3') del
segmento génico se elimina mediante recombinacion homdloga usando un casete de higromicina que contiene que
contiene sitios de restriccion flanqueantes AsiSl en 5' y Ascl en 3' (Figura 2, BHR 2). Tal como se ha descrito
anteriormente, el casete de espectinomicina se elimina opcionalmente después de la confirmacién del vector de
direccionamiento final que incluye la eliminacion de los dos segmentos génicos V4 humanos que flanquean el
segmento génico Vu1-2 humano (Figura 2, parte inferior). Un vector de direccionamiento V11-2 humano ejemplar se
expone en la SEQ ID NO: 75.

El empleo de segmentos génicos polimérficos Vi en un locus restringido de cadena pesada de inmunoglobulina
representa un enfoque novedoso para generar anticuerpos, poblaciones de anticuerpos y poblaciones de linfocitos B
que expresan anticuerpos que tienen cadenas pesadas con diversas CDR procedentes de un Unico segmento
génico Vi humano. La explotacién de la maquinaria de hipermutacién somatica del animal hospedador junto con la
asociacion combinatoria con los dominios humanos reordenados variables de cadena ligera de inmunoglobulina dan
como resultado la genomanipulacién de cadenas pesadas Unicas y pares Vu/VL Unicos que expanden el repertorio
inmunitario de animales genéticamente modificados y mejoran su utilidad como una plataforma de proxima
generacion para elaborar tratamientos humanos, especialmente Gtil como plataforma para fabricar anticuerpos
neutralizantes especificos para patégenos humanos.

En base a la estructura final deseada del locus, uno de los otros segmentos génicos Vi humanos puede sustituirse
de manera similar usando clones BAC humanos que contienen el segmento génico V4 humano deseado. Por lo
tanto, el uso de la estrategia descrita anteriormente para la incorporaciéon de segmentos génicos Vu polimorficos
adicionales y / u otros en el locus de cadena pesada de inmunoglobulina de ratéon permite la generacion de nuevos
repertorios de anticuerpos para su uso en la neutralizacion de patdégenos humanos que de otro modo podrian evadir
eficazmente el sistema inmunitario del hospedador.

Las células ME dirigidas anteriormente descritas se utilizan como células ME donantes y se introducen en un
embrién de ratén en la fase de 8 células mediante el método VELOCIMOUSE® (supra). Se identifican ratones que
tienen un locus humanizado de cadena pesada que contiene un uUnico segmento génico Vi humano, todos los
segmentos génicos Dn y Ju humanos unidos operativamente a los genes de region constante de inmunoglobulina de
raton mediante genotipado usando una modificaciéon del ensayo de alelos (Valenzuela et al., Supra) que detecto la
presencia del casete de neomicina, el segmento génico Vu humano y una region dentro de los segmentos génicos
Du y Ju humanos, asi como las secuencias endégenas de cadena pesada. La Tabla 3 expone los cebadores y las
sondas que se usan para confirmar que los ratones albergan un locus restringido de cadena pesada que contiene un
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unico segmento génico V11-69 humano, 27 segmentos génicos Dy humanos y seis segmentos génicos J4 humanos.

Los ratones que llevan un locus genomanipulado de cadena pesada que contiene un unico segmento génico Vu
humano pueden criarse en una cepa de ratén delectora FLPe (véase, por ejemplo, Rodriguez, C.I. et al. (2000) High-
efficiency deleter mice show that FLPe is an alternative to Cre-loxP. Nature Genetics 25: 139-140) para eliminar
cualquier casete de neomicina Frt'ed introducido mediante el vector de direccionamiento que no se elimina, por
ejemplo, en la fase de célula ME o en el embrién. Opcionalmente, el casete de neomicina se retiene en los ratones.

Las crias se genotipan y una cria heterocigota para un locus humanizado de cadena pesada que contiene un Unico
segmento génico V1 humano, todos los segmentos Dx y Ju humanos unidos operativamente a los genes endégenos
constantes de inmunoglobulina de ratén se seleccionan para caracterizar el repertorio de cadena pesada de
inmunoglobulina.

Tabla 3

Nombre (Region detectada) Secuencia (5'-3") SEQID NO:
hyg Directo: TGCGGCCGAT CTTAGCC 7
(casete de higromicina) Inverso: TTGACCGATT CCTTGCGG 8

Sonda: ACGAGCGGGT TCGGCCCATT C 9
neo Directo: GGTGGAGAGG CTATTCGGC 10
(casete de neomicina) Inverso: GAACACGGCG GCATCAG 11

Sonda: TGGGCACAAC AGACAATCGG CTG 12
higHoT Directo: TCCTCCAACG ACAGGTCCC 13

Inverso: GATGAACTGA CGGGCACAGG 14
ﬁsuerﬁgﬁg‘;'a genomica Dr - Ju Sonda: TCCCTGGAAC TCTGCCCCGA CACA 15

Directo: CTCTGTGGAA AATGGTATGG AGATT 16
77h3 Inverso: GGTAAGCATA GAAGGTGGGT ATCTTT 17
(segmento génico Vu1-69 humano) Sonda: ATAGAACTGT CATTTGGTCC AGCAATCCCA 18
mIgHA7 Directo: TGGTCACCTC CAGGAGCCTC 19

Inverso: GCTGCAGGGT GTATCAGGTG C 20
gfg#f”c'a gendmica Dr - Ju de Sonda: AGTCTCTGCT TCCCCCTTGT GGCTATGAGC 21
88710T Directo: GATGGGAAGA GACTGGTAAC ATTTGTAC 22
(secuencia genoémica Vx de ratén en Inverso: TTCCTCTATT TCACTCTTTG AGGCTC 23
3" Sonda: CCTCCACTGT GTTAATGGCT GCCACAA 24
migHd10 Directo: GGTGTGCGAT GTACCCTCTG AAC 25

Inverso: TGTGGCAGTT TAATCCAGCT TTATC
(secuencia gendmica Vx de ratén en Sonda: CTAAAAATGC TACACCTGGG GCAAAACACC 26 27
5" TG
migHp2 Directo: GCCATGCAAG GCCAAGC 28
(secuencia genémica Ju de ratén) Inverso: AGTTCTTGAG CCTTAGGGTG CTAG 29

Sonda: CCAGGAAAAT GCTGCCAGAG CCTG 30

Ejemplo 2
Regenomanipulaciéon de genes ADAM en un locus humanizado restringido de IgH

Los ratones con loci humanizados de cadena pesada de inmunoglobulina en los que los segmentos génicos
enddgenos de region variable (VDJ) han sido reemplazados y/o eliminados carecen de expresion de genes ADAMG6
enddégenos. En particular, los ratones machos que comprenden dichos loci humanizados de cadena pesada de
inmunoglobulina demuestran una reducciéon en la fertilidad. Por lo tanto, la capacidad de expresar ADAM6 se
regenomanipulé en ratones con loci humanizados de cadena pesada, aunque restringidos, para perpetuar las cepas
modificadas de ratones utilizando métodos de reproduccién normales.

Regenomanipulacién de genes ADAM6 en un locus humano restringido Vu1-69 de IgH (Figura 3). Un locus
restringido de cadena pesada de inmunoglobulina que contiene un Unico segmento génico V11-69 humano ubicado
cadena arriba de todos los segmentos génicos Dn y Ju humanos se regenomanipularon para contener un fragmento
genomico que codifica ADAM6a y ADAM6b de raton (SEQ ID NO: 77) mediante recombinacién homdloga usando
ADN de BAC. Esto se logré mediante la tecnologia de ingenieria genética VELOCIGENE® (supra) en una serie de
seis etapas que incluyeron la modificacion de ADN de BAC que contiene secuencias de ratones y humanas que
produjeron un vector de direccionamiento final que contiene un locus humanizado restringido de cadena pesada
contiguo con regiones constantes de cadena pesada de raton y genes ADAM6 de raton.

Primero, se prepar6 un fragmento gendmico de raton que codificaba ADAM6a y ADAMEb de ratén para su insercion

en un locus humanizado de cadena pesada que contiene un Unico segmento génico Vy mediante una serie de tres
recombinaciones bacterianas homoélogas que implican diferentes casetes de seleccidén para posicionar de manera
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Unica los sitios de restricciéon alrededor de los genes ADAM6 de ratén (Figura 3, Etapas 1 - 3). En la primera etapa,
el ADN de BAC de ratén que contenia una porcion del locus de cadena pesada de inmunoglobulina de ratén se
dirigié con un casete de neomicina flanqueado por sitios de recombinacion, que fue genomanipulado para contener
sitios de restriccion AsiSI unicos. En la segunda etapa, el fragmento modificado de ratén que contenia genes ADAM6
de ratén y el casete de neomicina se dirigidé para eliminar los segmentos génicos Dx y Ju de ratén y reemplazarlos
con un casete de espectinomicina que contenia un sitio de restriccion Ascl Unico colocado en 5' del gen de
seleccion. En la tercera etapa, el fragmento doblemente modificado de ratéon que contenia un casete de neomicina
colocado entre los genes ADAM6 del raton y un casete de espectinomicina se dirigié para cambiar el casete de
neomicina por un casete de higromicina. Esto se llevé a cabo de modo que el fragmento genémico modificado de
raton que contenia los genes ADAMG pudiera insertarse mediante la unién de fragmentos gendmicos compatibles en
un locus humanizado de cadena pesada que contiene el Unico segmento génico V.

En la cuarta etapa, un locus humanizado de cadena pesada que contiene un segmento génico V41-69 humano, 27
segmentos génicos Dn humanos y seis segmentos génicos J4 humanos se dirigid por separado mediante
recombinacion homéloga bacteriana con un casete de espectinomicina que contiene sitios Unicos de restriccion I-
Ceul y Ascl en ubicaciones en 5'y 3' en el casete, respectivamente (Figura 3, arriba a la izquierda). Después de esta
etapa, el fragmento gendmico modificado que contiene un locus humanizado restringido de cadena pesada, casetes
de neomicina y espectinomicina y el fragmento de ratén modificado que contiene los genes ADAMB6, casetes de
higromicina y espectinomicina se digirieron por separado con enzimas de restriccion |-Ceul y Ascl para crear
fragmentos gendmicos modificados mediante unién (Figura 3, centro). En la quinta etapa, los fragmentos gendmicos
digeridos apropiados se purificaron y se unieron para producir un locus humanizado regenomanipulado de cadena
pesada que contiene un Unico segmento génico Vi humano, 27 segmentos génicos Dn humanos, seis segmentos
génicos Ju humanos y un fragmento genémico de raton integrado que codifica ADAM6a y ADAMG6b con resistencia a
neomicina e higromicina. En la etapa final (Etapa 6), el casete de higromicina se elimind mediante digestion con
AsiSI| seguido de la relegacién de los extremos compatibles.

Esta etapa produjo el vector de direccionamiento final para la reinsercién de secuencias ADAM6a y ADAM6b de
ratéon en un locus humanizado restringido de cadena pesada, que contenia, de 5' a 3', un brazo de homologia en 5'
que contenia aproximadamente 20 kb de secuencia genémica de ratén cadena arriba del locus endégeno de cadena
pesada, un sitio Frt en 5', un casete de neomicina, un sitio Frt en 3', aproximadamente 8,2 kb del promotor Vu1-69
humano, el segmento génico Vx1-69 humano con una SSR modificada en 3', un fragmento genémico de ratéon que
contenia aproximadamente 17711 pb de secuencia gendmica de ratén que incluye genes ADAM6a y ADAM6b de
ratéon (SEQ ID NO: 77), un fragmento gendmico humano que contiene 27 segmentos génicos Du humanos y seis
segmentos génicos Ju humanos, y un brazo de homologia en 3' que contenia aproximadamente 8 kb de la secuencia
gendmica del ratén cadena abajo del locus enddgeno de cadena pesada que incluye el potenciador intrénico y el gen
de la region constante de IgM (vector de direccionamiento Vu1-69/A6 humano, SEQ ID NO: 74; Figura 3, abajo).

Regenomanipulaciéon de genes ADAM6 en un locus humano restringido Vu1-2 de IgH (Figura 4).

Un locus restringido de cadena pesada de inmunoglobulina que contiene un Unico segmento génico V41-2 humano
ubicado cadena arriba de todos los segmentos génicos Dn y Ju humanos se regenomanipularon para contener un
fragmento gendmico que codifica ADAM6a y ADAMG6b de ratdon (SEQ ID NO: 73) mediante recombinacion homologa
usando ADN de BAC. Esto se logré6 mediante la tecnologia de ingenieria genética VELOCIGENE® (supra) en una
serie de etapas que incluyeron la modificacién de ADN de BAC que contiene secuencias de ratones y humanas que
produjeron un vector de direccionamiento final que contiene un locus humanizado restringido de cadena pesada
contiguo con regiones constantes de cadena pesada de raton y genes ADAM6 de raton.

Un clon BAC humano modificado que contiene un tnico segmento génico VH1-2 humano flanqueado por casetes de
higromicina en 5' y de espectinomicina en 3', 27 segmentos génicos Dn humanos, seis segmentos génicos Ju
humanos, un potenciador intronico de cadena pesada de raton y una region constante de IgM de ratdén (descrito
anteriormente en el Ejemplo 1) se modificé para contener un fragmento genémico que codifica genes ADAMG6 de
raton. Esto se logra mediante un método de ensamblaje de ADN isotérmico modificado denominado en el presente
documento ensamblaje isotérmico mediado por oligonucleétido, que se basa en el método descrito en Gibson et al.
(2009, Enzymatic assembly of DNA molecules up to several hundred kilobases, Nature Methods 6(5):343-345). Este
método modificado no requiere identidad de secuencia entre los fragmentos unidos. En cambio, la identidad de
secuencia es impartida por un oligonucledtido que sirve para unir los dos fragmentos. Adicionalmente, el
oligonucleétido sirve como plantilla que afiade identidad de secuencia al final de uno de los fragmentos. El fragmento
extendido permite la hibridacién con el segundo fragmento. Especificamente, se empled un ensamblaje isotérmico
mediado por oligonucleétido para reemplazar el casete de higromicina con un fragmento Notl-Ascl que contiene un
brazo de homologia de IgH de ratén distal de 20 kb, el gen ADAM®6a de ratén, un casete de neomicina flanqueado
por sitios Frt y el gen ADAM6b de ratén.

En resumen, el clon BAC humano modificado que contiene un locus humano restringido de cadena pesada Vu1-2
(Figura 4, arriba a la izquierda) se digiere con AsiSl y Ascl para eliminar el casete de higromicina, y un BAC
modificado de ratén que contiene los genes ADAMG6 de raton (Figura 4, arriba a la derecha) se digiere con Notl y
Ascl para eliminar el fragmento que contiene el brazo del ratén en 5' y liberar los genes ADAM6 del raton que
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flanquean el casete de neomicina. Los dos fragmentos de BAC digeridos se mezclan posteriormente con
oligonucleétidos de unién en 5'y 3' y se incuban durante 1 hora a 50 °C en una mezcla de reaccion de ensamblaje
(exonucleasa T5, ADN polimerasa Phusion, ADN ligasa Taq, DTT 10 mM, PEG8000 al 5 % (p/v), NAD 1 mM, dNTP
0,2 mM, MgClz 10 mM, y Tris-HCI 100 mM). El oligonucledétido de unién en 5' contiene una superposicion de 38 pb
con la secuencia en &' del sitio AsiSI del clon BAC humano modificado que contiene Vu1-2 humano, y una
superposicion de 30 pb con el sitio Notl y la secuencia adyacente en 3' del clon BAC modificado de ratén que
contiene genes ADAMSG. El oligonucleétido de unién en 3' contiene una superposicion de 26 pb con la secuencia en
5' del sitio Ascl del clon BAC modificado de ratén que contiene genes ADAMG, un sitio Ascl y una superposicion de
35 pb con la secuencia en 3' del sitio Ascl del clon BAC modificado humano que contiene Vx1-2 humano. La
reaccion de ensamblaje se transforma en E. coli y se selecciona el producto correcto con la seleccion de kanamicina
y espectinomicina. Para crear el vector de direccionamiento final, el casete de espectinomicina se elimina mediante
digestiéon con PI-Scel seguido de reunion.

El vector de direccionamiento final contiene, de 5' a 3', un brazo de homologia de IgH de ratén distal de 20 kb, un
gen ADAMG6a de raton, un sitio Frt en 5', un casete de neomicina, un sitio Frt en 3', un gen ADAM6b de ratén, un
fragmento gendmico humano de ~ 18 kb, un segmento génico Vu1-2 humano, un fragmento gendmico humano de -
46,6 kb, un Unico segmento génico Vu6-1 humano inactivado, 27 segmentos génicos D1 humanos, seis segmentos
génicos Ju humanos y un brazo de homologia de ratén en 3'de 8 kb que contiene un potenciador intrénico de IgH de
raton y una region constante de IgM (SEC ID NO: 76).

Cada uno de los vectores de direccionamiento finales (descritos anteriormente) se uso6 para electroporar células ME
de ratén que contenian un locus enddgeno de cadena pesada eliminado para crear células ME modificadas que
comprenden una secuencia gendmica de ratdn colocada ectdpicamente que comprende secuencias ADAM6a y
ADAMGb de raton dentro de un locus humanizado restringido de cadena pesada. Las células ME positivos que
contienen el fragmento gendmico ectdpico de ratén dentro del locus humanizado de cadena pesada se identificaron
mediante un ensayo de PCR cuantitativa utilizando sondas TAQMAN™ (Lie y Petropoulos, 1998, Advances in
quantitative PCR technology: 5'nuclease assays, Curr Opin Biotechnol 9(1):43-48).

Las células ME dirigidas anteriormente descritas se utilizaron como células ME donantes y se introdujeron en un
embrién de ratdon en la fase de 8 células mediante el método de genomanipulaciéon de ratones VELOCIMOUSE®
(véase, por ejemplo, las patentes de Estados Unidos N.° 7.6598.442, 7.576.259, 7.294.754). Los ratones que llevan
un locus humanizado de cadena pesada que contiene un numero restringido de segmentos génicos humanos y una
secuencia genémica ectépica de ratén que comprende secuencias ADAM6a y ADAMG6b de raton se identificaron
mediante genotipado utilizando una modificacién del ensayo de alelos (Valenzuela et al., 2003) que detecté la
presencia de los genes ADAM6a y ADAMG6b de raton dentro del locus humanizado restringido de cadena pesada, asi
como las secuencias humanas de cadena pesada.

Las crias se genotipan y se selecciona una cria heterocigota para un locus humanizado restringido de cadena
pesada que contiene un fragmento gendmico ectodpico de ratén que comprende secuencias ADAM6a y ADAM6b de
ratdn para caracterizar la expresion y fertilidad del gen ADAMG6 de raton.
LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Regeneron Pharmaceuticals, Inc.

<120> Animales no humanos humanizados con loci restringido de cadena pesada de inmunoglobulina

<130> 8000A-WO

<140> TBA
<141> Presentado en este documento

<150> 61/658.466
<151> 12/06/2012

<150> 61/663.131
<151> 22/06/2012

<160> 77

<170> FastSEQ para Windows version 4.0
<210> 1

<211> 754

<212> PRT
<213> Mus musculus
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<400> 1

Met
Prc
Pro
Glu
aAla
65

Ile
Leu
Phe
Ser
Lys
145
Ser
Gly
sSer

Asn

His

Leu
Arg
Val
val
5¢

Gln
Ile
Thr
Pro
Met
130
Leu
Phe
Pro
Ser
T™vTY

210
Ser

Ser
Val
Trp
35

val
Arg
His
Thr
Val
115
Val
Asp
Glu
Met
Arg
195
Ala

val

Leu
Leu
20

Cys
Ile
Leu
Leu
Gln
100
Asp
Thr
Asn
His
Asn
180
Leu

Thr

TYr

Thr
Leu
Ser
Pro
Leu
Arg
85

Asp
Cys
Val
Leu
Leu
165
Ala
Glu
His

Ser
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Trp
Leu
Gin
Arg
Ser
70

Arg
AsSp
Tyxr
Asp
Thr
150
val
TR
Tvr

Pro

Ala

Gly
Leu
Gly
Lys
55

Tyr
Liys
Gln
Tvr
Thr
135
Tyr
Ser
Lys
Ala
Ala

215
Ser

Met
Phe
His
40

Glu
Ser
Thr
Gly
Ile
120
Cys
Glu
Gln
His
Asp
200

Ala

Gly

Arg
Ala
25

Pro
Ile
Leu
Leu
Ala
105
Gly
mvr
Tle
Ile
Trp
185
Gly
Tle

Gly

64

Leu
10

Leu
Thr
Ty
Arg
Ile
90

Leu
Ty
Gly
Lys
val
170
Ser
Ala
Lys

Asp

Val
Trp
Trp
Hig
Phe
75

Trp
Gln
Leu
Gly
Pro
155
Ser
Hig
Pro

Gly

Lys

Glu
Leu
Arg
Thr
50

Arg
Pro
Met
Glu
Leu
140
Leu
Glu
Asn
Arg
His

220
Leu

Arg
L.eu
Tyr
45

Lys
Gly
Arg
Glu
Gly
125
Ser
Asn
Ser
Thr
Leu
205
Phe

Ser

Pro
Leu
30

Ile
Gly
Gln
His
Tyr
110
Ile
Gly
AsD
Asp
Gly
190
Ser

Gln

Ser

Val
15

Leu
Ser
Leu
Arg
Leu
95

Pro
Ley
Val
Ser
Asp
175
Ser
Ser

Ala

Thr

val
Val
Ser
Gln
His
80

Leu
Phe
Gln
Ile
Gln
160
Thr
Pro
Lys

Thr

Val



225
Glu

Leu
ASE
Phe
Ile
305
Arg
Arg
Ser
Asn
Asn
385
Met
Thr
Asp
Asp
Ala
465
Asn
Pro
VY
Ile
Asn
545
Leu
Gln
Fhe
Hig
Pro
625
Leu
Gly

Pro

Ser

Tyr
His
Pro
Tyr
290
Tle
Ser
Asn
Leu
Thr
370
Cys
Pro
Tvr
Cys
Cys
450
Asn
Ile
Asp
Cys
Phe
530
Lys
Thr
Cys
His
Arg
610
Cys
Ser
Val

Pro

Pro

Leu
Met
Phe
275
Glu
Asn
Ile
Pro
Gly
355
Cys
Ser
Cys
Lys
Gly
435
Arg
Cys
Cys
AsSp
™yr
515
Gly
Gln
Phe
Thr
Gln
595
Gly
Ser
Arg
Cys
Lys

675
Pro

Phe
Arg

260
Sexr

Lvs
Cys
Leu
340
Leu
Ile
Leu
Leu
Phe
420
Ser
Leu
Thry
ASp
Thr
500
Lys
Val
Arg
AsSn
Asn
580

Ser

Thr

Leu

Asn

660

Cys

val

Lys
245
YT
Gln
Val
Asn
Ser
325
Phe
Lvys
Met
Ala
Phe
405
Cys
Gln
Thr
Tvr
Leu
485
Gly
Ser
Phe
Ala
565
Val
Val
Clu
Gly
Gly
645
Asn

Iys

Gln
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230
Val

Tvr
Asp
Phe
Ser
310
Pro
Leu
His
Phe
Glu
390
TyY
Gly
Lys
Pro
Ser
470
Pro
Leu
Asn
Ala
Arg
550
Cys
Thr
Ile
Thr
Lys
630
VY
Arg

Glu

Arg

Ile Ser Leu Met

val
Phe
Tyr
295
Pro
Ser
Ser
Asp
Lvs
375
Ile
Asp
Asn
Ala
Gly
455
Proc
Glu
Gln
Cys
Lys
535
Phe
Ala
Asn
Ser
Alas
615
Fhe
Asp
Arg

Glu

Arg

Phe
Arg
280
Ala
Gly
Ala
Ile
Glu
360
Asn
Ser
Aryg
Phe
Cys
4490
Ser
Ser
VY
Asp
Thxr
520
Agn
Gly
Asp
Leu
Gly
600
Asp
Cys
Cys
Asn
Gly

680
Ile

Leu
265
Val
His
Asp
Leu
Ile
345
Gly
Pro
Asn
His
Lys
425
Tvr
Ile
Gly
Cys
Gly
505
Asp
Ala
His
Gln
Pro
585
Val
Ala
Asp
Thr
Cys
665
His

Tle

65

250
Met

Pro
Phe
ASD
Ile
330
Ile
Tvxr
Gln
Ile
vVal
410
val
Ser
Cys
Thr
Ser
490
Thr
Arg
Asn
Cys
Asp
570
Phe
Thr
Gly
Arg
Pro
650
Hig
Ser

Lys

235
Asp

Thr

Gly

Ala
315
Cys
Thr
Cys
Leu
Leu
385
Ty
Asp
Asp
Asp
Leu
475
Gly
Pro
Asn
Ile
Thr
555
Lys
Leu
Cys
Leu
Gly
635
Glu
Cys

Gly

Gln

Thr
Val
Gly
Pro
300
val
Leu
Asn
Ile
Thr

380
Asn

Tyr
Asn
Pro
Lys
460
Cys
Sexr
Cys
Ile
Lys
540
Arg
Leu
Gln
Phe
Val
620
Ala
Lys
His
Ser

Asn

Tyr
Tyr
Gln
285
AsSD
ASn
Gly
Arg
Cys
365
Asp
Thr
Asn
Asn
Cys
445
Glu
Aryg
Lys
ser
Gln
525
Cys
Ala
Cys
Glu
Gly
605
Ary
Cys
Cys
Phe
Ile

685
Leu

Leu
Thr
270
Ala
Ala
Pro
Gln
val
350
Gln
Ala
Pro
Thr
Glu
430
Cys
Leu
Pro
Phe
Glu
510
Cys
Tyr
Glu
Gly
His
590
Leu
His
Asn
Asn
Gly
670
Asp

Glu

Thr
255
Glu
His
Gly
Ala
His
335
Gly
Arg
Phe
Asp
Ser
415
Gln
Gly
Cys
Ile
Ile
495
Glu
Met
Asp
Glu
Arg
575
val
AsSp
Gly
Gly
Phe
655
Tre

Ser

Pro

240
Asn

Ala
Thr
Ala
Glu
320
Gly
Arg
Arg
Ser
Leu
400
Leu
Cys
Asn
Cvs
Gln
480
Cys
Gly
Glu
Ile
Ser
560
Leu
Ser
Glu
Thr
Ser
640
Arg
Ser

Gly

Val
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<210> 2

Val
705

690

Tyr Leu Arg Ile

Leu Leu Phe Gly

Phe

Asp

<211> 756
<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 2

Met
Pro
Pro
Glu
Ala
65

Ile
Leu
FPhe
Ser
Lvs
145
Ser
Gly
Ser
Asn
Asn
225
Gly
Leu
AsD
Tvyr
Leu

305
Arg

Glu

ys

Leu
Arg
val
Val
50

Gin
Ile
Thr
Pro
Met
130
Leu
Phe
Pro
Ser
Tyr
210
Ser
Tyr
His
Pro
Tvr
250

Leu

Ser

Asp Leu

Ser
YVal
Trp
Val
Arg
His
Thr
Val
115
Val
Asp
Glu
Met
Arg
195
Ala
val
Leu
Met
FPhe
275
Val

Asn

Ile

740

Leu
Leu
20

Cys
Ile
Leu
Leu
Gln
100
ASD
Thr
ASD
Hig
Asn
180
Leu
Thr
T™vr
Phe
Arg
260
Arg
Ser

Lys

Cys

Ile
725
Gln

Thr
Leu
Ser
Pro
Leu
Arg
85

AsD
Cys
Val
Leu
Leu
165
Ala
Glu
His
Asn

Gln
245
Tvr

Leu
Val
Tyx

Ser

ES 2759617 T3

Leu
710
Ala

Ala

Trp
Leu
Gln
Arg
Ser
70

Arg
Asp
VT
Asp
Thr
150
val
Trp
Tyr
Pro
Ser

230
Val

Tyr
Glu
Phe
Gly

310
Ser

595
Phe

Thr

Ala

Gly
Leu
Gly
Lys
55

Tyr
Lys
Gln
VY
Thr
135
TyY
Ser
Lys
Ala
Ala
215
Ala
Ile
val
Phe
Tyr
295

Pro

Leu

Gly
ArTg

Leun

Met
Phe
His
40

Glu
Ser
Thr
Gly
Ile
120
Cys
Glu
Gln
Hisg
Asp
200
Ala
Ala
Ser
Phe
Ala
280
Asn

Gln

Ala

Arg
val

Arg
745

Arg
Ala
25

Pro
Ile
Leu
Leu
Ala
105
Gly
Tyr
Ile
Ile
Tre
185
Gly
Ile
Gly
Leu
Leu
265
Val
Lys

Asp

Lel

66

Tle
Gly

730
Ser

Leu
10

Leu
Thr
Tvr
His
Ile
90

Leu
Tyr
Gly
Lys
val
170
Ser
Ala
Lvs
Asp
Met
250
Met
Pro
Phe

Agn

Ile

Tyxy
T15h
val

Tro

Val
Trp
Trp
His
Phe
75

Tre
Glin
Leu
Gly
Pro
155
Ser
His
Pro
Gly
Lvs
235
ASD
Thr
Gly
Lys
Gln

315
Cys

700
Phe

Thr

Leu Phe

Lyvs Ile

val

Phe
735

Ala
720
Arg

Gin Glu Gin Ala Lys

Glu
Leu
Arg
Thr
60

Arg
Pro
Met
Glu
Leu
140
Leu
Glu
Asn
Arg
His
220
Leu
Thr
val
Gly
Pro
300

Val

Ile

Arg
Leu

Tyvr
45

Lys
Gly
Arg
ASp
Gly
125
Ser
ASn
Ser
Thr
Iie
205
Phe
Ser
TyY
Tvr
Ser
285
ASDP

ASn

Gly

750

Pro
Leu
30

Tle
Gly
Gln
His
Tyr
110
Ile
Gly
Asp
Asp
Gly
196
Ser
Gln
Ser
Leu
Thr
270
Ala
Ala

Pro

Lys

Val
15

Leu
Ser
Leu
Arg
Leu
95

Pro
Pro
val
Ser
Asp
175
Ser
Ser
ala
Thr
Thr
255
Asn
TyxY
Gly

Ala

Tvr

Val
Val
Ser
Glin
His
80

Leu
Phe
Gln
Met
Gln
160
Thr
Pro
Lys
Thr
Val
240
Asn
Ser
Asn
Val
Glu

320
Asp



<210>3

Ser
Asn
Asn
385
Met
Thr
ASD
Asp
Ala
465
Asn
Pro
TYY
Ile
Asn
545
Leu
Gln
Fhe
His
Pro
625
Leu
Gly
Pro
Ser
Val
705
Leu

Phe

AsSp

<211> 16790
<212> ADN
<213> Mus musculus

<400> 3

Asn
L.eu
Thr
370
Cvs
Pro
Tyxr
Cys
Cys
450
Asn
Ile
Agp
Cys
Phe
530
Lys
Thr
Cys
His
Arg
610
Cys
Ser
Val
Pro
Pro
650
Tyxr
Leu

Glu

Lys

Pro
Gly
355
Cys
Ser
Cys
Lys
Gly
435
Arg
Cys
Cys
Asp
Tyr
515
Gly
Gln
Phe
Thr
Gin
595
Gly
Ser
His
Cys
Glu
675
Pro
Leu
FPhe

Asp

Pro
755

Leu
340
Leu
Tle
Leu
Leu
Phe
420
Ser
Leu
Thr
ASp
Thr
500
Lys
Val
Arg
Asn
Asn
580
Ser
Thr
Lys
I.eu
AsSn
660

Cys

Val

Gly

Leu
T40
Lys

325
Phe

vs
Met
Ala
Phe
405
Cys
Gln
Thr
™vIr
Leu
485
TyY
Gly
Ser
Phe
Ala
565
val
Tle
Glu
Ser
Gly
645
Asn
Lys
Gln
Ile
Ile

725
Gin
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Leu
Tvr
Phe

Glu
390

YT
Gly
Lys
Pro
Ser
470
Pro
Leu
Asn
Ala
Arg
550
Cys
Thr
Ile
Thr
Lys
630
TYY
His
Glu
Arg
Leu
710
Ala

Ala

Sexr
Asp
Arg
375
Ile
Asp
Asn
Ala
Gly
455
Pro
Glu
Gln
Cys
Lys
535
Phe
Ala
Asn
Ser
Thr
615
Phe
AsSp
Arg
Glu
Hig
695
Phe

Thr

Thr

Pro
Giu
360
Hisg
Ser
Arg
Phe
Cys
440
Sex
Sexr
Tvr
Asp
Thr
520
Asn
Gly
Asp
Leu
Gly
600
Asp
Cys
Cys
Asn
Gly
680
Thr
Gly

Arg

Leu

Ile
345
Gly
Pro
Asn
His
Lys
425
YT
Iie
Gly
Cys
Gly
505
Asp
Ala
His
Gin
Pro
585
Phe
Ala
Asp
Thr
Cys
665
Leu
Ile
Arg

val

ATYg
745

67

330
Ile

TyY
Gln
Ile
val
410
Val
Ser
Cys
Thr
Asn
490
Thr
Arg
Asn
Cys
Asp
570
YT
Thr
Gly
Gln
Pro
650
His
Ser
Lys
Ile
Cly

730
Ser

Thy
Cys
Leu
Leu
395
™YY
Asp
Asp
Asp
Leu
475
Gly
Pro
Asn
Ile
Thr
555
Lys
Leu
Cys
Met
Gly
635
Glu
Cys
Gly
Gln
Tvr
715
Val

Gly

Asn
Val
Thr

380
Asn

vy
Asn
Pro
Lys
460
Cys
Thy
Cys
Ile
Lys
540
aryg
Leu
Gln
Phe
Val
620
Ala
Lys
His
Ser
Lys
700
Phe

Thr

Gln

Arg
Cys
365
Asp
Thr
Asn
Asp
Cys
445
Glu
Arg
Lvs
Ser
Gln
525
Cys
Ala
Cys
Glu
Gly
605
Arg
Cys
Cys
Phe
Ile
685
Gln
Leu

Lys

Gly

Val
350
Gln
Ala
Pro
Thr
Glu
430
Cys
Leu
Pro
VY
Glu
510
Cys
Tyy
Glu
Gly
His
530
Leu
His
ser
Ser
Gly
670
Asp
Glu
Phe

Ile

Pro
750

335
Gly

Arg
Phe
Gly
Ser
415
Gin
Gly
Cvys
Ile
Tle
495
Asp
Met
Asp
Glu
Arg
575
val
AsD
Gly
Gly
Phe
655
Trp
Ser
Pro
Val
Phe

735
Ala

Arg
Arg
Ser
Leu
400
L.eu
Cys
Asn
Cys
Gln
480
Cys
Gly
Glu
Ile
Ser
560
Leu
Ser
Glu
Thr
Ser
640
Arg
Lys
Gly
vVal
Ala
720
Arg

Arg



taactataac
tctgecteca
cagtggaaat
ggctittgtgt
attctatgtt
tcctectaagy
aaacacadgtyg
atcegtaaata
cctaaggceta
gcagtttcta
gatitattte
atgatataaa
cattcagatt
cttgtccttt
tatcttagta
aatacgacca
cetttgaace
tggagggcte
attgeatttt
tcgatcacag
tgtttetgtc
atggaatgaa
tccacacage
acaatgceoca
agcacttaca
gcagtaaccc
gaacttagag
tgtcccagaa
aggtgttaac
acagtcacac
tgtattataa
tatgttgett
gaacatgatyg
taaactcecott
tLgaccaaga
atcatctcct
aaatactctc
tggatcagee
cagataggtyg
gtcacctcea
tggatgtgta
ggaggagada
atcagactca
tttgatttca
atccacagtg
aggaaaaaaq
gtgtcetggge
acgcaagcta
ccgaggaata
gactggaacc
aggtctttee
cetetgetgt
ggcteocccaac

ggtcoctaagyg
cgagaatcac
ctggagagea
taatggtgat
cctgtaacge
aatgatccectyg
acagagaggt
acttcttaaa
agaaccaatg
atgatttatt
agcaatgcaa
caaaggeeat
tttettecat
gettgttett
actoctacac
aagagtattc
ggaggggacc
caaccaaaat
tetggggtge
aacttaccce
ceacgatgtt
acatgttett
ttogtoctgat
aatggaaacce
ccaaagattt
tcttectgagce
ccactacagt
ggactgtaag
ctgcaatcat
tgctecattgt
taaacatgac
atotctygcaa
caggtgttec
ccaacacgat
caaattaggg
ggcgaattct
tcatagaaag
tcggtataca
tccattaaac
gaagcactat
gcgtaatict
gaacctgtat
gatactatct
taggtaaggt
accatggatt
gggtactcca
caaatgagtyg
tacgagagca
accacctecy
aggaggagca
actagecctceca
ggccactgece
ctaagtggtt
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tagcgaggga
catgccecttt
tgctteccatg
gttctacata
ttcctecaact
gaaatcccat
gggaacgcat
agagatatag
gtggctcaag
taaaatatag
caacatcagg
coagaactgt
Letetttate
gccaagaacyg
gagtggcaat
ttaaatacac
cactgtctat
ggcaatggea
agtcataacc
ttgaacacgy
catcaageec
gcaaaaatgg
cageacaage
gttgtttgtt
ccatgcattg
atggtgtece
actectggaag
tgcaatttge
ttccacagea
tatctacttt
ggtcatagaa
gggaacaatt
ttctetggea
tggttattat
ctgagggaga
tgttaattat
tatgagocty
cagtcactgag
taatgacttt
atacagaatyg
tactagatag
tatggctcea
gagaaacaag
tatccaactt
gcaggatcocco
tctgtaagge
tetttetecy
gtetttgtge
atgagatgta
geccagagtge
tgcececcaggt
tggtctagaa
acccagacaa

tgacagattc
ctcaagactg
agcttgtgag
ccagttctet
gogogtoctaag
cacaaactat
cagggttecag
acaaatctcc
gtctectget
aatcaaaagt
tggtgccgag
ggactggagt
ttagaggaga
taaagcaget
gccaaagagd
tactggectet
goeteccactyg
attccgacga
caaacgagat
ggtaccatgt
aaagcaggta
aagattggtg
attgaatgtg
gatgtcatag
tatgttgcga
atcttgraga
atcacatatg
acagcataat
gggatctgaa
gaagtttccea
sagacatggc
gctgaaagoa
gatacagtac
aatagataaa
acatatactc
agctectgea
cectectgga
aaagacatag
aaacaaatac
ggttgcttga
tctgggaget
gtgcttcocat
gtgttcaaag
tatgaccoct
ctecaggtag
tecttggtea
caggtggaty
ttgaagtcct
acgccaagtyg
aaatagcaag
cagagataac
aatactgaca
ctggagttag

68

totgtteagt
tgttcectgtac
tagtatatct
ggcttaataa
tetttettea
aggagatggg
gaaccatatt
attaatacgyg
acccgaggag
accagtttgco
tccaacacygt
tetacettgt
cagggggeta
tgcaagtctt
agtgcaacaa
aggttctgtt
tgtcoctett
ttgttacaca
aaacttccat
ctcaccaatc
accccagaga
acattggtac
aggetttett
cacttaatat
tcagtgcagt
taagtgtcat
ttctggatag
tctttatecac
taacatgoct
caaaacttat
atcagatcag
tetgttaatt
ccoteatcat
aataaaggat
ctctcagetyg
tcaggcectaa
actcgaaaat
taccgcatat
tcaacagtag
aagtggcctt
ccatctgeat
gcattcatag
ctectgtgaat
gacaggccee
ccaatatagt
tcttgagttg
atatgtctct
ttggtatggt
ggatggectt
aggaggacce
atcctggotyg
gaggactaaa
gtaacagtca

grcactcaggg
agtgcecoctgt
agtaagccat
tgaggtgatg
ctcecatctat
aaccatcaaa
ttaaaaagat
agaccagagg
casacgtaga
aattttgaaa
cttatgtccc
cccctaatga
actcatttta
caaacctaaa
agaggaagta
ttattatgeg
ctittgcactt
ctcctctgaa
tgcaagctce
cagcatctgc
taaccgattg
actgcaacct
ctgctectagt
tagcattctt
tacctttata
ctgggcaaat
gtetgeagag
aaatgctacc
tttgggagcece
aagtcaatga
gagtattaag
gaggattttt
gttttaggoe
ttcgaccaty
gattaacagc
aatgagcata
cttgtgaaaa
gaagattggt
atgaaagttt
ttatagcagc
attccaatct
geoatgtgte
cattgagyggy
cataacaagt
aacaatctac
teagcaacaa
ggocccgaaa
agatctcoctt
gagaacacca
tggggaccac
gagctaactc
aacctectea
ctggytgtgy

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
12690
13290
1380
1440
isG60
1560
162G
1680
1740
1800
1860
1920
1280
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180



caggaattga
ctataaatgt
atcctttctt
ccagtgtgac
tttcacagtt
gtaaatactyg
tgttttgttt
ttgeicgaaa
acctgagaat
ggaacattat
tctttettte
gagaccagta
acagtgecttt
gaaatcattg
ctcagacacy
taagatagga
atatatctca
cococaggage
ctgataccce
aggtaagagg
attggtgacc
ccaccagget
tttaggacta
agcctectcta
tcettagcac
cataatctgce
acagacgatt
agaggdagay
gggcatggac
gggaggdgagy
ataacccaag
acttgtgaaa
ctgactaaaa
cactaagtgt
cgttctggte
tacaaacccc
aagcagatgt
aagctgaagc
ccagaagtgce
gtgttataag
aaacattcat
tttocaggge
cctatcagaa
gatgttatac
ctctcaatta
tatctttcca
gaaaactaca
taaccacaca
tcettaatat
cagactgaat
ttttttttte
toceoettice
atccacccac
caggaccaag
agctagatct
ttggagtact
tcttgggtec
gtgagcatcc

gtctgaatgt
gectggacaa
ttectotttit
tctgggtete
gttctaactt
tctatattag
gagttttggt
gtttggaget
tctacctggg
ctctgacccce
ctgactattyg
gactgtcggt
cgcgtectett
atgaaagggt
tgagcaaggt
gaaaaaaaty
tctaagtotyg
ctcatgaata
tgcagcttce
agataaatcc
cagttgggac
gaactcccat
aactgaagga
accactatag
tgattacaga
ctatccagat
taaaaacadg
aagagagagy
agagggaggy
gagagagaga
cacatggttt
ataatggggce
cettogcactg
gtttagaaag
tceccacatet
Ctectataat
tttgettatt
atctecaccte
aacctcaagc
atgaaattta
cagtcattcc
tgctectggga
ttacaccaga
agaaactaag
ccatcgatga
taaatccage
ccctagaaag
aacataattce
ctcttttaac
acataaacayg
taaatgacat
tggtttacce
tcececacttec
gtactctect
atgagtccca
gattggttca
tttetetgge
acttctgtat
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gttagctgayg
gaaaagtcag
gaagticaaa
tttctaggag
cttgttttgt
cecttttaget
taaactattt
ttetgtiaat
tacctgtgaa
gtctgaggec
ggatttctte
atgaacgteg
acttttotag
Jgaaaagatgg
ctacagccce
ggtagttgga
caggggaaaa
agtctctget
Lagggaagag
ctteteattyg
atgggtttat
atcctacatyg
cagagatgcy
gacactgtgg
gcatatctca
tcagaaaatt
cagagagatg
gagacggaga
acagaaggag
gaaggctaag
cacatatcac
tgagatctoy
gocecatetec
atctccacct
gatgtcttet
gagetetgtyg
tttoctaotgt
attccaagca
atcttttatt
aagcrattaat
catggaacct
tcacaggagc
cttctecacca
agaacacaaa
agaaaccaay
cctacaaagy
agcactaaag
cacctctasac
atcaatggac
gacacagcat
tttttattag
tetgaaatce
aggeoctgge
tgeattgatyg
ccatgtttte
tattgttgtt
tgcctecattg
ttgccaggcea

gttgaggtta
aagcagcaag
atatcatttc
tcaatattitc
tttgtttgtt
ataaatgatt
acaaatgagt
attgtgttgt
ctccagaatt
gaagtggcty
aagcaatcag
aagagtctge
aaggaaatgc
gtatcaceccyg
aaagatagdc
gggttgatca
ctcibgtagaa
tctgecttgth
ggaggaagtyg
attagggtga
accaaagtca
gacataggac
gtttctaaac
agtctggtta
gatgecttcot
gatgcceacat
tgagagaaag
aggaaagadyg
agaggagata
tctttccata
aatgcggttg
ggttttecatg
agcttcctaa
ttttgecectt
cagtgattet
ctgagecatc
ccatactaca
ccctecagtet
cattcatctt
tattcctaac
ctgaagcatc
ftgtectgtet
tagactataa
tgccagecca
atattccatt
atagcagatyg
taatcatcett
aacaaaaata
tcaattetee
tttgectgeat
atattgtcectt
cctatctect
aatcceccetat
accaactagt
ttttgttgot
ctecctatgg
gggaccttgt
ctggcagagc
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aatattgtca
gagtgtctct
cacgtgaaty
tttatatctt
tgtttgtttg
gtttttattt
ttttotttitc
tgttotoca
tttaaaaatt
tccoceoecteca
gctgatgagt
cacacactcc
agcctctgag
gagttcatga
tgcectgeaa
acttacttce
ctactgggat
agccatgage
acttggeooc
gagggygtcat
tcactctgag
aacaccaagc
aactagggag
caaagagaga
gctgaccaga
ageccaagtgg
gagaaggaga
gagaaggaga
gagaggggga
cctgggtoog
ggatatagat
atagtttcaa
tctgagggta
gtcttececagt
ggcectgect
atcctgaatce
gaggaaaggt
ctaaatgtge
agagggccac
aagecaatta
ttectgetet
accagecata
aagccagaat
ggctactata
acaagtccaa
gaaaactcca
tcaacacact
aagtaggcaa
aataaaaaga
aaagcaaaca
tattgacatt
cococtecos
atttgggcat
ccattetety
ggttteatge
ggttacaaaa
gogaagtcca
ctetcagaag

asagggatgt
gacaggctca
tatttggtte
ggctecatgtt
aaagttagaa
cttctaatca
cttttgoggty
atattattag
ccatetotty
acctttagta
tctcageagt
gggttcatca
tLttctecaa
caagccctgg
catgtattta
tctcaaacat
acctgctcac
attactgcac
tgtctggtta
gtgctetate
gttctgtgta
agaaggaggt
tgccagggoc
ttactcaagy
tgtatctttyg
actttcaggca
gagagaaggy
aggagadgaag
taaggaagaa
aatacctgtt
aactgtaaat
agtcaccgta
tcaaattteo
gecccacceta
getocacage
aatccacctt
aggcatgtag
ccecctitgttt
atgtgctgta
aacaagccaa
aaccttgggt
taaaggcaga
atcctggaca
cceageaaaa
atttacacaa
acacaggtag
caaaagaaga
caatcactat
catagactaa
cagecgttact
tcaaatgtta
ctgctcacca
agagocettca
ctacaaatge
cagyggagcete
coccttcaact
atggatgact
acagctatat

3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
61890
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660



caagatcctg
gatggatcce
tgtctettta
catactttgg
gaacttctgg
tgagttacct
aattcattgt
acccattgott
gectgectatygy
atgecocagga
tgccaaacty
gttceoectte
tcagacaggt
ttgaaaaaaa
ttagctctgt
gaattctttc
tocccaatatyg
aggtceccatt
ctttoooeoct
gtctotatta
aagtatagga
ceccgedgadey
cgteoctgate
ttagaaccce
ctggttttct
gcggagdgat
gcacagotag
gatcgtcact
cgctecggtoy
caaggttgec
cttgaatgga
ggtgggegge
ggtgagatygy
aactcggttt
ccgtaccttt
taatgcaggy
gcagggttey
ggagggataa
goetgaagctc
ttaggcacct
tasattgtcc
accogggtetr
tacgacaagyg
aagtttctga
gaatctogtyg
tgcgeccgaty
ccgattcegy
cgcegtgeac
cagececggtog
tteggeccecat
gcgattgetg
tceogtegege
cacctegtgc
gcggtcattyg
ttettctgga
catccggagc
caactctatc
tgcgacgcaa

gcagcaagget
caaaggggea
actectteca
tcttecettet
gctaatatceco
cactcaggat
ttttaatage
ctocttgaggyg
aaatagtgga
gtgcoctattge
atttacagag
ctccacatae
gtgaggtgga
ttttaagtgt
actcaggttt
tatatattgg
ttggctgect
Cgctaattct
gaaccctate
ttgtgctgag
acttctegoyg
ccceooctact
cttecgecey
agtatcagea
ttccagagay
cteegtgggy
ttecogtegea
tggtgagtag
gacggaagcy
ctgaactggyg
agacgcttgt
aagaacccaa
getggggceac
gtogtetgtt
gggagcogcge
tggggecacce
ggcctaggght
gtgaggcgtc
cggttttgaa
tttgaaatgt
gctaaattct
ctocgaattgt
tgaggaacta
tcgaaaagtt
ctitecagett
gtttctacaa
aagtgcttga
agggtgtcac
cggaggecat
tecggaccgca
atcoccatgt
aggectectcega
acgeggattt
actggagoega
ggccgtggtt
ttgcaggatc
agagcttggt
tcgtocgatc
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cttgttggta
gtotectggat
tgactatttt
tgaaattcat
acttatcagt
gatatcctec
tgaggagtac
acatctgggt
gaatgtgtcc
tggatecctct
tggttgtacc
tcaccaacat
atatcagggt
tictragcca
ttttaatagy
atattagecec
ttttgtgtec
tcattttaca
ttcgaggatce
gggtaccgaa
cgtectggect
cacggcgagc
gacgctcadg
gaaggacatt
cggaacaggdc
cggtgaacge
googggattt
cgggetgetyg
tgtggagaga
gyt tgggggy
gaggcggget
ggtcttgagy
catctgggga
gcgggggcgy
gcocctegteg
tgcoggtagy
aggctetect
agtttetttg
ctatgcgctce
aatcatttgg
ggccgttttt
tgacaattaa
aaccatgaaa
cgacagogtc
cgatgtagga
agatcgttat
cattggggaa
gttgcaagac
ggatgcgatc
aggaatcggt
gtatcactog
tgagctgatg
cggectoccaac
ggegatgttc
ggctigtatyg
gocgeggete
Cgacggcaat
cggagecegygyg

teccacaaaag
ggtcattect
attcectoect
gtgttttgtg
gagtgaatat
agaaccatce
tccattgtgt
tctttaaago
ttattacatyg
gatagtacta
agcttgcaat
ctgctgtcac
tgtttggcat
ttcagtattce
gttatttggt
tctgtcatat
tttgecttac
gcacaagoca
ttccececactt
gttectattc
ccgaggecto
gotgecacgt
acagcggcece
traggacgygg
gaggaaaagt
cgatgattat
gggtcgeggt
ggctggeagg
ccgeccaagyq
agcgcagcaa
gtgaggtcegt
ccttegetaa
cecotgacgtyg
cagttatgge
tgtegtgacyg
tgtgcggtag
gaatcgacag
gtcggtttta
ggggttggcy
gtcaatatgt
ggottttttg
tcatcggeat
aagcctgaac
tecgacctga
gggcgtggat
gtttatcgge
ttcagcgaga
ctgcctgaaa
gctgeggeeyg
caatacacta
caaactgtga
ctttgggccyg
aatgtcctga
ggggattcoo
gagcagcaga
cgggagtata
ttocgatgatyg
actgtegggce
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tgtetggtyy
tcagtcteLg
ctaagaagga
aattgtatct
catgtgtgtt
atttgtctaa
aaatgtacca
ttctggacat
ttggagcatc
tgtccaattt
tccaccagcea
ctcaatttgt
ttecoctgatg
ttcagttgag
tttctggagt
ttaggattgg
agaacctttt
Ltggtgttct
tcteoctetat
cgaagttoct
cgecgecoggygt
cagacgaagy
gctgectecata
acttggutga
agtcecttet
ataaggacgc
tocttgtttgt
ggctttcogtyg
ctgtagtctyg
aatggogget
tgaaacaagy
tagcgggaaag
aagtttgtea
gogtgecgttyg
tcaceegttc
getttitctee
gcgccggace
tgtacctate
agtgtgtttt
aattttcagt
ttagacgtce
agtatatcgg
tcaccogegac
tgeagcectctc
atgtcctgeg
actttgcatc
gcctgaccta
ccgaactgcc
atcttagoca
catggcgtya
tggacgacac
aggactgcec
cggacaatgyg
aatacgaggt
cgegetactt
tgctcegcat
cagcttgggce
gtacacaaat

ttgtctatgg
ttecacactt
ccgaagtatt
ttgatattcc
cttatgtgat
gaatttaatg
cattttctgt
taaatataag
ttctgggtat
tctgaggaac
atggagaaat
tcttagtgat
actagtgata
aattcactgt
ctaacgtctt
taaagatctt
taattttatg
gttcaaaaat
aagtttcagt
attctctaga
tttggogect
gcgcagcgay
agactcggcec
ctetagggca
cggcgattct
goeegggtgtyg
ggatcgctgt
geecgeegggac
ggtccgegayg
gttceocgagt
tggggggrat
ctettatteg
ctgactyggayg
ggcagtgcac
tgttggctta
gt.egecaggac
tetgotgagg
ttcttaagta
gtgaagtttt
gttagactag
tagattggga
catagtataa
gtctgtegag
ggagggcgaa
ggtaaatagce
ggccgegete
ttgcatctco
cgctgtteoty
gacgagcggy
ttteatatge
cgtcagtygcy
cgaagtccogy
cagcataaca
cgccaacate
cgagcggagy
tggtcttgac
gcagggtcga
cgccoccgcaga

6720
6780
5840
63800
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
8120
9180
9240
9300
9360
942¢
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9900
9860
10020
10080
101490



agocgcggecy
coccageacte
tgatctatta
aagaagggty
gggtggggty
tgataatgtt
ctecattectce
tottgattec
ctgaagaacy
caagttctaa
tcctattete
gtgggaacgc
ccaatttgca
gbtgatttctyg
ccagaactgt
cattcteoLtt
coettgetgg
tagtaactcc
gaccaaagag
gaactggagy
gecttocaacc
atttttoctgy
cacagaactt
ctgtceccacy
atgaaacatg
acagcttgtc
gcecccaaatceg
ttacaccaaa
aaccatcttc
tagtcccatt
cagaaggact
ttaacctgea
cacactgcetce
tataataaac
tgcttatcte
taatgcaggt
toccttecaac
caatacaaat
cttgtggece
ctgacacata
cagaattggt
aggtgtocat
ctgcagoaga
gtgtagcgta
agggagaaca
actcagatac
tttcataggt
cagtgaccat
aasagggdta
tgggccaaat
agctatatga
gaataaccac
gaaccaggag
tttecactag
gctgtggeca
ccaacctaag
attgagtctyg
aatgtgcctyg

tetggaccga
gtcegagggce
aacaataaag
agaacagagt
ggattagata
tcatagttygg
ccactcatga
cactttgtgg
agatcagrag
ttcecatcaga
tagaaagtat
ttcagtgttc
gttttgaaag
aat.ccaacac
gaacttgagt
atcttacagg
tecttgecca
tacacgagtg
tattcttaaa
ggacccactyg
aaaatgacaa
ggtgcagtca
acttttggag
atgttcatca
ticttgcaaa
ctgatcagca
aaaccgttgt
gatttccatg
tgagecatgdt
acagtactet
gtaagtgcaa
atcatttcecea
atcgttatct
atgacggtca
tgcaagggaa
gtteocttcte
acgattggtt
tagggctaag
atacttatta
gtaattataa
gtacacagtc
taaactaatyg
attatataca
gttcttacta
tgtattatgg
tatctgagaa
aaggtcatct
ggattatggg
atccatctgt
gagtgtcttt
gagcagtctt
ctocogatgag
gagcageeag
cctecatgeee
ctgectggte
tggttaccca
aatgtgttag
gacaagaaaa
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tggctgtgta
aaaggaatay
atgtccacta
acctacattt
aatgcctget
atatcataat
tctatagatc
ttctaagtac
cctoctgttee
cctogacctyg
aggaacttcc
aggaaccata
atttatteca
gtcttatgte
tctacctigt
agacaggagyd
gaacgtaaaqy
gcaatgccaa
tacaccactg
tctatgectee
tggcaattcce
taacccaaat
cagggggtac
agcccaaagc
tatggaagat
caagcattga
ttgttgatgt
cattgtatgt
gtccecatett
ggaagatcac
tittgcacagce
cagcagggat
actttgaagt
tagaaaagac
caattgctga
tggragacac
attataggag
gaagaacata
agtaaaactc
gecgacecte
atgagaaaga
acttgaaaca
gaattggttg
gatattctgg
ctocagtget
acaaggtgtt
aacttcatga
atccecctecea
aaggctcctt
ctocegecaggt
tgtgcttgaa
atgtaacgcc
agtgcaaata
caggtcagag
tagaaaatac
gacaactygga
ctgaggttga
gtcagaagca

gaagtactcg
ggggatccecge
aaatggaagt
tgaatggaag
ctttactgaa
ttaaacaagce
tatagatctc
tgtggtttec
acatacactt
cagcccectagy
tagggtttaa
tgatttatto
gtgtaageat
ctcatgatat
tocctactga
ggagggctaa
tagecttgcaa
agagcagtgc
getettgttt
cacttagtcc
gatgattgtt
gagataaact
catgtctcac
aggtaaaccc
tggtgacatt
atgtgaggct
catagecactt
tgcgatcagt
geagataagt
atatgttcty
ataattcttt
ctgaataaca
ttccacaaaa
atggcatcagy
aagcatctgt
agtaccecctc
ataaaaataa
tactcectcte
ctgcatcagy
ctggaactge
catagtaccyg
aatacccaac
cttgaaagty
gagcteeatc
tccatgeatt
caaagctcty
cooctgacag
ggtagccaat
ggtcatcttg
ggatgatatg
gteotttggt
aagtaggatyg
gcaagaggag
ataacatcct
tgacagagga
gttaggtaac
ggttaaatat
geaaggagty

71

cegatagtgg
tgtaagtctyg
ttttecetgto
gattggaget
ggctectttac
aaaaccaaat
tcgtgggatc
aaatgtgtca
cattctcagt
agaagttcct
accogeggtg
aaaatataga
tagcaatgca
taaaaaaaaa
cattcagatt
ctecattitac
gtcttecaaat
aacaaagagy
ttgttttatt
ctcttetttg
acacactcct
tccactgcaa
cattccagca
agagataatc
ggtacactgc
ttcttetget
aatattagca
gcagttacct
gtcatctggy
gataggtctyg
atcacaaatyg
tgcececttttgg
cttataagtc
accaggagta
taattgagga
atcatatttt
aggatttcga
agctggatta
cttaaattta
aaactcaagt
catatgaaga
agtagatgaa
gocttttata
tgcatattcc
cataggcect
tgaatcattyg
geeeecataa
atagtaacaa
agttgtecage
tectetggoee
atggtagatc
gecttgagaa
gaccctgggy
gggtggaget
ctaaaaacct
agtcactggyg
tgtcaaaagy
tctetgacag

aaaccgacge
cagaaattga
atactttgtt
acggaggtyy
tattgecttta
taagggecay
attgttttte
gtttcatage
attgttttge
attccgaagt
gagctctgat
atcaaaagta
ccaacatcag
aaaaggecat
ttetttittyg
tttggettgt
ctaasaatct
aagtaaatac
gtgtgcottt
cactctggay
ctaaaactge
gctecttgat
tetgttgttt
gattgatgga
aaccttccac
ctagtacaat
ttettagcac
ttatagcagt
caaatgtatt
cagagtgtce
ctaccaggty
gagecacagt
aatgatgtat
ttaagtatgt
tgtctgaaca
aagcctaaac
tcatatttac
acctggttat
ttataaaaga
cgaaatggat
ttggtcagat
agtttgtcac
gcagctggat
aatctggagg
gtgtcatcag
aggggtttga
caagtatcca
tctacaggaa
aacaagtgtc
cgaaaatgca
tecttocgag
caccagactg
accacaggtc
agatceotet
ccteaggete
tgtggcagga
gatgtctata
gctcaatcect

10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
1c920
10980
11040
11160
11160
11220
11280
11340
11400
11460
11520
11580
11640
11700
11760
11820
11880
11240
12000
12060
12120
12180
12240
12300
12360
12420
12480
12540
12600
12660
12720
12780
12840
12300
12960
13020
13080
13140
13200
13260
13320
13380
13440
13500
13560
13620



ttettttett
gtgactctgyg
cagttgttct
gtctatatta
tgagttttgyg
aaagtttgga
aattctatet
tacctctgac
tteoctgacta
gtagactgee
Lttogegtet
ttaatgaaaqy
acgtgagcaa
gaagaaaaaa
tcatctaagt
ttattattat
attttctteca
tgctecocccaa
tgatcttogt
tacatatgcea
tectataggy
ggccctgtgt
ggcatggatc
gcctecatgaa
ccctgcaget
aggagataaa
accaacttgg
tgaactocca
aaactgaagyg
aaccactata
cLgattacag
cetatccaga
ttaaaaacag
gaagagagayg
cagagggadyg
ggagagadayg
gecacatggtt
aataatggosy
acctitccact
tgtttagaaa
ctccracatce
cttecectataa
ttttgcttat
catctcatct
cagcctcaag
gatgaaattt
tcagtcatte
ctgctygtggy
ttattagtgg
agaaacgaag
ctggtgtaaa
caaagaagcg
caccgeagtyg

tttttgaagt
gtctetttet
aatttottgt
geccttttage
ttaaactatt
getttetgtt
ggotacctgt
cccecgtetgag
ttgggatttc
ggtatgaacg
cttacttttg
agttaaaaga
ggtctacagce
atgggtggtt
gtgcagggga
tattattatt
tttagttttc
ceocacecact
aagaccaaga
actagagtca
ttgcagatcc
tccatccaat
ttactgeacc
taagtctety
tocctagggaa
tceecttetea
ggacatgggc
tatcctacat
acagagatgyg
ggacactatg
agcatatctc
ttcagaaaat
gcagagagat
ggagacgdgag
gacagaagga
agaaggctaa
Lcagatatca
ctgagatctyg
ggcccatctce
gatctccace
tgatgtcttc
tgagctotgt
ttttectgtyg
cactctaage
catettttat
aaagcattag
ccatggaacc
atcacaggag
gtgcgagggyg
accaagtaga
gcatgcatcg
ggcatctget
gogecattte
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tcaaaatatc
aggagtcaat
ttigttttgt
tataaatgat
Cacaaatgag
aatattgtgt
gaactctaga
gccgaagtyy
ttcaagcaat
tcgaagagac
tagaaggaaa
tgggtatcac
ccocaaagata
ggagggttga
aaactctgta
attattatta
aaatgttatc
cctacatcect
gecettteeteo
cagcetetyggg
ctttagotoe
agatgactgt
ttctgaactce
ctteceoocectt
gagggaggaa
tgaattaggg
ttatacagtc
gcacatagga
ggtitctaaa
gagtctggtt
agatgectte
tgatgecaca
gtgagagaaa
aaggsaagayg
gagaggagat
gtctttcecat
caatgocggtt
gggttttcat
cagcttgtta
trtttgecct
tcagtgattc
gctgagccat
tccatactac
accctecagte
tcactegtet
ttattcccaa
tctgaagcat
ctgtactgtt
gaccgcaaac
tcttttcecta
cggggaatayg
gacatgagygy
attacctctt

atttccacgt
atttctttat
ttgtttgttt
tgtttttatt
[t o v ol o o o
tgttattttt
atttttaasa
ctgtcecececcoct
caggetgatyg
tgeccacacac
agcagcctcet
ccggagttea
ggctgeccetyg
tcaacttact
ggactactgg
ttattattaa
cocggaacct
ggcoctyggca
ccattgatgg
gaggtattge
ttgggtactt
gagcatccac
tctaagcage
gtggctatga
gtagettgge
tgagaagggt
atcactctga
caacaccaag
caactaggga
acaaagagag
tgctgaccag
tagccaagtg
ggagaaggagd
ggagaaggayg
agagaggaydd
acctgggteeo
gggatataga
gatagtttca
atctgagggt
agtctteccag
tggcectgec
catcctgaat
agaggaagygyg
tctaaatgtyg
tagagggaca
caagccaatt
cttecctgete
taccagcecta
ctggaagaaa
tcaaggtctt
gaaggggtcyg
ccgaagtcag
tctoegoace

gaatgtattt
atettggetce
gaacgttagt
tcttectaate
ttcecttttgg
ccaatattat
attccatcte
ccaacctitta
ggttctocage
tocaggttca
gagttatctc
tgacaagcceco
caacatgtat
tcectectcaaa
gattgttatt
cttaaggcat
cctatactct
ttececcectata
cctactagge
ttagttcata
tetetagetce
ttotgtattt
tttectggte
gcattactgce
ccctgtectoyg
catgtgctct
ggctectgtgt
tagaaggagyg
gtgccaggge
attactcaag
atgtatettt
gactitcagy
agagagaadg
aaggagagaa
ataaggaaga
caatacctcet
taactgtaaa
aagtcactgt
atcaaatttc
tgccoccaccet
tgctccacag
caatocacct
taggcatgta
cceotttgtt
catgtgctgt
aaacaagcca
taaccttgag
teetgtecea
atgggattagy
cgtttattag
agggggaatt
gctoecaggea
cgacatagat

ggttoccagt
atgtttctca
agtaaatact
atattttgtt
gtotitgecteg
tagacctgag
ttgggaacat
gtatctttet
agtgagacca
tcaacagtgc
caagaaatca
tggctcagac
ttataagata
catatatatce
atcattatta
tttattagat
cteecectgecee
ctgtggcaga
tatcctecttt
ttgtttttce
cteccattggy
gccaggtatt
acctccagga
acctgataca
ttaaggtaag
atcattggtg
accaccagac
ttttaggact
cagcctctet
gtececttagea
gcataatcety
aacagacgat
gagagggaga
gagggcatgga
aaggagggay
tataacccaa
tacttgtgaa
actgactaaa
ccactaagtyg
acgttctggt
ctacaaaccc
taagcagatg
gaagctgagy
toecagecagtt
agtgttataa
aaaacattca
tttecctaggy
cgggattcag
aagagaaaag
gctgaggtge
ttacaaagaa
gcgggagete

13680
13740
13800
13860
13920
13980
14040
14100
14160
14220
14280
14340
14400
14460
14520
14580
14640
14700
14760
14820
14880
149490
15000
15060
15120
15180
15240
15300
15360
15420
15480
15540
15600
13660
15720
15780
15840
15200
15960
16020
16080
16140
16200
16260
16320
16380
16440
16500
16560
16620
16680
16740
16790

<210> 4

<211> 872

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 4

72



10

15

20

gcaggattta
gttttcttc
caaataacct
faacaaccac
gacctggagy
ggctgaggaa
acaggtgtecce
tcectoggtga
tgggtgcgac
ggtacagcaa
acgagcacag
tgtgegagay
aggcagctgt
atgggttata
aadataatta

gggcttggte
tcatcgtaga
gaggtcttcet
attcctecte
ttecctetttg
gggatcctgyg
agtcccaggt
aggtctectyg
aggceccecctgyg
actacgcaca
cctacatgga
acacagtgtyg
gecgggetga
tatttgagaa
ttccattcaa

<210>5

<211> 118

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 5

Met Asp Trp Thr Trp
1 5
Gly Val Gln Ser Gin
20
Gly Ser Ser

Lys Pro

Phe Ser Ser Ala

50
Glu

Tvr
Leu Met
65

Ala

Trp Gly

Gln Phe Gln
85

Met

Lys

Ser Thr Ala Tyr
100
val Tyr Tyr Cys Ala

115

<210>6

<211> 99294

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> sintético

<400> 6

aagcttatct
ctettecage
gttctctgte
tgctatcoccca
ttcttggecce

ctetgttget
ttttgtctee
tttttaaaaa
aaagtcccac
tggcattcac
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tctecagecatc
tcaggetttg
gagataaata
taaagaagcc
tggtggcagc
tttagttaaa
geagctggtyg
caaggettct
acaagggcett
gaagttcecay
gctgagcagoe
aaaacccaca
ggagatgaca
aaaaagaaca
gagtcgtaat

Arg Phe

val Gln

val
40

val Lvys

Ile Ser
55
Gly Ile
70
Gly

Arg Val

Glu Leu Ser

Arg

cagactcatc
aaccctcatt
actttttaaa
ccacgetoee
agtgtactga

Leu

Leu

Trp

Ile

cracacttgt
agctgtgaaa
tagatatatt
cctgggagea
agctacaggt
gaggatttta
cagtctoggy
ggaggcacct
gagtggatgy
ggcagagtea
ctgagatctyg
tectgagagt
gggtttatta
gtagaaacaa
at

Phe val
10
Val Gln
25
Ser Cys

Val Arg

Pro Ile
75
Thr Ile
90
Ser Leu

105

taggaatttc
ctcttettte
attaggtatt
caaccecacta
gacatataaa

73

val
Ser
Lys
Gln
Phe
Thr

Arg

acagctgatyg
taccctgect
ggtgococctga
cagctcatca
aaggggettc
Ltecaceoctyg
ctgaggtgaa
tcageageta
gagggatcat
cgattaccge
aggacacyggc
gtcagaaacc
ggtttaaggc
gtacatactc

Ala Ala

Gly Ala

Ala

Glu

tggcatctgt
catgcatatg
gagcatcaca
ccatggactyg
ctagtcctaa
tgtcctetcee
gaagcctggg
tgctatcage
cocetatettt
ggacgaatce
cgtgtattac
ctgagggaga
tgtttacaaa
ctctaatttt

Thr
15
val

Gly

Lys

30

Ala Ser
45
Ala Pro
60
Gly Thr

Ala Asp

Ser Glu

Gly
Gly
Ala
Glu

Asp

Gly Thr

Gln Gly

Asn Tyr
80
Ser Thr
95

Thr Ala

110

agaaatttct
tttttotttt
tatgtcattt
tececacccac
gtttgcacaa

gttetageat
taaattatat
acatttccaa
ceacteecac
ccaatgggeo

60

120
180
2490
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
872

60

120
180
240
300



tcteotttcca
gattctgggy
tagctccttg
tgactgtgag
atatctgggt
ctgattatag
gectecaaact
ggcaaagtat
atettatatc
ttgtgtgagt
catttgcecta
tagatgtacc
cttectggeta
gttgggacat
atgtccaatt
atoocaccaa
tcacctgaat
tttgatttgt
catteagtat
ggttatttga
atttcctcaa
ttcectacce
aagtttgtgt
acatatgcag
tatagggttg
cotgtgatee
atagtcotcac
aagggtgtea
atggteocatc
ttgttececaa
f{tcatgtgtt
cacttatcag
tgacgcccte
ctgagtagta
ggcatctggy
agcatgtgte
ctggatccte
gtggttgtac
cacgcocagea
ggaatctcag
ttcaggtget
cceccattttt
atgttggata
ggtggtcttt
tttatatata
atctgttggt
ttttatgagg
caggaatttt
tttgagtgte
aggagatagg
ccatttgttyg
caagtgacca
ttgtctgtty
taggtcagge
tcectaggttt
attgagttoy
catttttact
atcttecttta

ctgatggcoy
gtactggtta
ggtactttct
catccactte
cctitecagea
gatggatccc
ttgtctctgt
ccacacttty
ttgggtattc
tettttgtoga
ggaatttcat
acattttectg
ttataaataa
cttctggata
ttctgaggaa
caatgagagy
ttttgatget
atttccctga
tctttaggtyg
ttttetggag
ttacattice
accoeticoee
gteoaatggyg
c¢tagagtcaa
cagatccctt
atccaatage
aagagacagc
gcatttggaa
cttttgtcte
ttctaaggag
tagcaaattg
tgagtacata
caggtecatc
ctecattgtg
Ltectttatag
cttcttaccyg
cggtagtact
aagcctgcecac
tctgctgteca
ggttgttttyg
tctotgecat
taatggggtt
ttagtcocct
Ctetettatt
ttggatatta
gacctttttg
tcgeatttgt
tcctetgtge
tctggtttaa
aatggatcaa
ataatgcotgt
taggtgtgtyg
Ltataccagt
atggtgatta
tgtgttattt
aattttgatyg
atattgatcc
atftctttet
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actaggccat
gttcatattyg
ctagctecte
tgtgtttget
aaatcttget
cggatatggce
aacteocttcoe
gtottecatte
taagtttctyg
ttgggttace
aaattecattc
tattecattoe
ggctgectatg
tatgcccagg
ctgacaaact
agtgttcegtc
tagccattct
tgattaagga
agaatteottt
tocaccttet
aatgctatcc
atttttttog
cttectettte
gagcteoogg
tagcttecttg
tgactgtgag
tacatctyggg
gctgattatg
agctccaaac
gggcatagtyg
tatcttatat
ttgtgtgagt
catttggcta
taaatgtacc
gttctggeta
gttgagacat
atgtccaatt
tctecaccaac
cctgaatttt
atttgcattt
tceggtattcee
atttgatttt
atctgattta
gacggtgtct
gLcceoctate
tcttattgac
caatitctcga
ccatatette
tgtggagttc
ttegecattct
cttttttcca
ggttcattte
accatgcaga
caccagaggt
cagatgaatt
gggattgcecat
tgccaateca
tcagagactt

cttoctgatac
ttgtteceace
cattgggggce
aggoeccaga
agtgtatgca
attctctagt
atgggtgttt
ttcttgagtt
ggctaatatc
tcactcagta
tttttaatag
tctgttgagg
aacatagtgg
agaggtattyg
gattitccaga
tttcteccaca
gactggtgtyg
tgctgaacat
gtttagctct
tgagtttttt
caaaagtccca
ccctggogtt
cagtgatgge
gtactggtta
ggtacttict
catccactte
tecottttgat
gggtggatcc
tttgtctctg
tccacacttce
cttgggtata
tcectttgtaa
ggaatttcat
acatttteotyg
ttataaataa
cttotggata
ttctgaggaa
aatggaggay
tgatcttage
cectgatgat
tcaggtgaga
ctgaagt.cca
cgataggtaa
tttgecttyge
tgatttagga
ggtgtetttt
tcttacagca
gaggctttta
cttaatccac
tctacatgat
ctggatggtt
tgggtectteca
ttttatcaca
tttttttatce
tgcagattoc
tgaatctgta
tgagcatggy
gaagttottyg
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atatgcagct
tatagggttyg
cctgtgatca
tagtctcaca
acggtgtcag
tggttcatae
tgtteccagt
teatgtgttt
cacttatcag
tgatgceccte
cteagtagta
ggcatctggy
agcatgtgac
ctggatcttc
gtggttagta
tocctcaccag
aggtggaatc
tttctecaggt
aageeceatt
tttecatttt
ccatacecte
cececctgtact
tgactaggcao
gttcataatg
ctagctecte
tgtgtttget
aaaatcottge
ctggatatgg
taacttotte
attcttecatt
ctaggttttg
atgtgttacc
aaattecattc
tactcattcc
ggttgctatyg
tatgccecagy
ctgccagact
tgttcctett
cattctgact
taaggatgtt
attctttott
ccttettgag
agatcctitco
agaaactttg
taggtaaaga
gcecttgcaga
caagtceattg
cotgetttet
ttagatttga
aaccgctagt
tttgcteeccet
attctattte
attgctctgt
cttgagcaga
ccttteocagt
gattgetttg
agatctttcece
teatacagat

agagacacyga
cagatccttt
atccaatagce
agagacagcet
agtttggaag
ttttgtctea
tctaaggagy
tgcaaattgt
tgagtacaca
caggtceate
ctceattgty
ttotttecay
cttettaceyg
cggtagtact
ccagottgea
catgctgetg
tcagggttgt
gcttetecage
tttttaatgy
ttattacata
ccocoooocaa
goaggcatata
atcttttgat
ttgtteccace
cattgggagcce
aggcceccgge
tagtgtatgce
cagtctctac
catgagtgtt
cttcttgagt
ggctaatatc
tcactcagga
tttttaatag
tetgttgagg
aacatagtgg
cgaggtattg
gatttccaga
tctecacate
ggtgtgagyt
gaacattttt
cagttetgag
ttetttatat
ccaatctgtt
gagtgagttc
teceotttcecea
atctttgcaa
ctgttetott
cctotatatyg
ccttagtaca
tgtgecagcea
tgtctaagat
attggtctac
agtagagttt
gtttttgeta
tcgttgaaga
gcaatatagce
atcttcteaa
ctttecactte

360

420

480

540

600

660

720

780

840

Q00

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
31s0
3240
3300
3360
3420
34890
3540
3600
3660
3720
3780



cttagttaga
ttcectaatt
ttagttaatc
gotgtaattt
gacttettee
aaggacatca
tgattttagt
gctgttgaat
cttttatcat
gttgtgtety
tttgtgtage
aagatatatt
tetgttettyg
ggtegtggtt
ttcatggata
acggtaattg
gtctatataa
gtaattctga
ttotttettt
tctggtccayg
ttaggtttgg
gaaaatgttc
ggattteetyg
tgcagatgtt
tgttgctgat
ttgecccact
tgttecatttc
ctttagcaga
cataattgtg
tggactggct
agtaagattc
tgtcetotggt
agactagctc
ttcagggaag
ctgaaacagg
gactagtcetc
tctgggcocgy
aaagggggct
tagtccacac
ccgcagatge
acatatagtt
gggcacaatc
atgataaggt
ataaagccaa
ggtgccattt
tcagttaata
agagacccct
tocttectett
catcttcect
agccggtite
gagaacagaa
ataagatcac
atatatgtgyg
gagaaaaatc
tatccaaatt
taattaatct
tggaattatt
cttcaaagag

gtcacgctaa
tctttctecag
tcatateocag
ttagggtcac
tttecaattt
agtactatat
aggattgett
gctttttate
gaaagggtgt
tectittteoce
ccgtetgtta
asggaaaagt
tggotgtett
Lcecatecttg
gataatgtgt
agagtttgge
tgtctgtcoca
taggcttgec
atttagtgcea
tctatttgga
gaagttttct
attctcatct
gatgttttga
ctctatggaa
gctegeatet
ttgggttttc
catcacctgt
gttctoctgt
agatatgeocot
gagttgggay
ttacatctgce
taaagcttgt
tttcctgagt
gtgcacadat
acctgtcceca
ggtggagtcce
gtgatcacct
gectcagaag
tcteacctgt
tccagcecatt
ctagtgttgce
ttttgagaag
atctatttte
aaagatattt
tgttgcagta
tgaatacaga
tagaacttgc
ctacattget
tttatetgeo
taggaaatca
ttaacatcaa
cacggactaa
agacaaatcyg
aacaagatag
aataaagtca
gtttgtagac
attgataatt
tttttgetat
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ggtattttat
cctgtttate
ctacttecact
tcatatatac
gtatcecctt
tgaataggta
caagtttoto
atgtttaggt
tggattttgt
tgagatgggt
ttctatgtct
aattgttgct
cttttaggtt
tattcatttt
gaatttggtt
tgggtatagt
ggatctictyg
tttatatgtt
tttgttgttc
gttotgtagyg
tctataattt
actcctatta
gttaggatct
tctteoctgcac
atggttccag
tgtatagtgt
ttgggtgtgt
atttaagtga
ttaaatccaa
tgctgeattc
c¢tttogeecat
tectotegtyg
ttcagtggte
atctggtgtt
gaagetgtta
gggaaccaay
ctectetgge
cteoctgtgget
gcagactagt
ctootettte
ttgtaatcte
acatattaasa
tttaaatcca
attgtgtttc
aatctetaac
ttgttcagat
agtttctcca
tctectecataa
caatcattag
cetgagtget
atataattat
tgcotggtett
aactatacaa
ataaaccctt
gaaatgaaady
tattagcagt
tictcactgt
titgaaatat

attatttgty
ctttgtgtac
gaageggttt
tatcatatca
gatcteeottt
gggagaaaat
accatttact
atgggcctig
caaatgettt
ttcctgtaag
ttttattggy
tcctattatt
tgttgaagga
ttttetgtta
ttgtettgga
agcctggget
getttcatay
acttgaattt
ftgattattat
cttcttgtat
tgttgaagat
ttcgtatggt
ttitgecattt
ctgatattect
atttctttecc
ctacttcoect
ttteectgttt
gttattaaag
gtctaggttt
tgatgatggt
ctggtaatct
attctgttat
agagcactct
cagatttgce
gcttectgtag
atgtetcectg
agggaaggty
actgeetgte
cttggtggay
tgttgcttat
ttttctaage
tcaagagaat
tcgctgtcaa
ccatcttagt
acaaatatgc
ctaccactac
ggecttgtge
acctacttct
ctectecttta
gacttgttcc
ccccagggcet
caattacaac
agaatcaatyg
agccagacta
gaagacataa
tgaaaatatt
gcttgaaatt
tagacatata
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actattgaga
agaaaagcca
atcaggttta
tctgcaaaaa
tgttgtcgaa
cggeaccctt
ttgatgttgg
aattcctgat
ctocagoatt
cagcaaaatg
gagttgagtc
tttgttttta
ttcetttett
ttatcctttg
atacttttgt
ggcaattgtyg
tetgtggtga
ttcacttact
gtgtcgggayg
gttecacggge
atttgctgge
tggtecttotce
tccattttet
ctettecate
tagggtttct
ttttagatct
Ltctttaaag
tcecettettga
ttgggtgtgt
gagtggtaett
ctggagtcag
tetettceag
ctgcaggcag
tcetggcaga
tcaacactgt
cagatgctct
ccectggtgte
ccagaagety
totgggaaca
tttgacctat
caaggaattt
aaatattgea
accalttcaaa
tgagttcaag
ctgggcaatg
actaccatct
Ltctgecgetyg
tttttteecct
ttttacaaat
ttgttcagag
at.ccacaaca
ataaacaaca
aaaccaggag
accagagggc
caatgaaata
aaaatcatgt
agcattttet
cttactgata

agggtgttgt
ttgacttgtg
ggagttctct
gtgacatttt
ttgctctgge
gtctagtace
ctactggttt
ctitecaaga
tcattctgag
ttgggtecty
cattgatatt
aagttggeat
gcttittcta
aaggactgga
ttcteccatet
ttgtcttagt
aaaatctggt
gcttttaata
gaatttcttt
atctetttet
cottcaagtt
attgtgtect
ttgattgttg
tcttgtagte
atctcecagtyg
agtatggttt
acttgcaact
tgtccagtac
tggggtgccc
ggtttcectget
trtgttaaagt
cagacctggg
gatttcoctot
agatgatggc
cacotgtgea
ggcatibccct
tggaacccga
ttagcttctyg
aagatgtctc
gaaatoctgyg
tttttatcta
agaccaataa
atatcctecac
tcaatatttt
agaacacaac
tcttecatcta
cttttettct
ccttetgtte
taaggtgtga
ccacgcacag
cgtgecatcect
aaaaccccac
cttgttottt
acagagacag
tatcttaaaa
tctacaaacyg
taatgtttaa
aaataatitc

3840
3800
3560
4020
4080
43140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
510¢
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
57300
5760
5820
5880
5949
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
69260
7020
7080
7140
7200
7260



cctoctaaca
atatataaty
tatattttta
gaatatttty
atggatagta
aagtttaaca
tgatgtttaa
gttctaagea
tttattcaag
atattagttt
acatttgtga
tgtgcattge
tatagacatt
ctggatagta
accctgctaa
gagatgcatt
gaacttcaat
gttttaatat
tagtgctgtt
aaatatcaac
ttgaaagcta
atcatggtec
ttgggaaaca
aatatttttg
actcctgtct
ctccagactce
attcaacaaa
gtggacccaa
aggtagaaac
agceatttet
tgaagtcaga
gaaccagceay
aggggactet
catgtaacgt
atgttttett
gtgtagtect
tctgectget
atgtgtgtat
tttattgtga
tttggtcatt
attaattgta
tgtceccteaat
tgagccactyg
goetectgeac
ttggatctca
ccttatctaa
tatagggatg
gtacacagga
cacgtaaggy
atccactetyg
getgagetgyg
ttcacaaacc
ggatatatta
ccacattgac
ctgaggactc
gtcagaaacc
tttagactty
ctatagtgeo

acactgataa
tgttttaaat
aatgtattat
tatgttttga
ttaaatattc
aattttatgt
aatgcattta
gaggtcaagy
gaaagotoot
aagttaggag
atggattaca
acgotatgag
acccagaace
gggataaatg
ctgacaattc
caattggtcec
ttagattaca
gagttaccat
agtttttecac
tactgtaaay
cacagggadga
atgagatttt
gattgtgttg
aagtgttaat
ctgaatgtte
actgttgtec
gaccctgatc
ctgoatttec
aactttaatt
Lectgeatet
Ligggcaact
ggggcacaat
gcatcctetyg
ttcecacgete
gatgtgtgcea
ggctgeocty
totgocteee
tottgatgea
tggtgctgcea
tgggtgatta
tgtatgggaa
tctatcatce
tctecaggetyg
aatgctcagg
gecagactgat
gatgtactet
tctacaccee
catcaccatyg
gettacagta
tccticeoett
tgaggcctgy
atcatataaa
atccttataa
tgtagacaaa
tgcagtctat
ctggaggaga
ctcagaaaga
tgtttttgtt
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tcttttttta
actcteoceacg
ttgtaatatt
dacaatttay
attaatgata
attatttgat
aataataaaa
aaaatgagga
acatagacat
actatgctta
ttataagagg
ttccatecage
ttagtggttc
ttegtatate
acaggacate
tccteettet
atagacatga
tgttcagaaa
atctotggga
cttagctaac
tgtaaaactt
fctetetete
cagaatacat
tttgetgtya
cagogaattca
ttctgtecte
tctettgttt
atgaggaaag
cataggctga
gagccctgta
tcatagtata
ggggccaaga
tggtttcoctt
aaacactgtg
tgtgtgtatt
gaactcactc
aagtgctgasa
ctcttectgtt
ataatcactt
tttttttott
ggaggctgta
ttgtaaccac
caaatcetttt
ggtgggatat
tcttgaccoea
gctcatgaat
tcaaaaactt
tgttggagct
gcaggcttga
cacaggtgtyg
ggcctcagtyg
ctgggtgaad
tgattatact
tcoctecagea
tactatgcaa
agcaagcaga
gaaattttga
gacattttca

agtaaactga
tgtcaggtgg
ttatggtctce
tatttaacat
tttttaaggt
Lctazaaata
acatttaaaa
atagaaaaat
tgcaccagat
tgttatcetat
aggatgtcta
attocatgat
tagaatgcca
atcagaattc
acatggattc
aagctgcaat
ataatctgaa
attaaataca
caatattcca
atgcctttge
tctaageaca
ttetteeceat
ttgocttgatt
gtaccacagt
cacatggaca
agctgectctyg
acacctcatt
cacatgagtt
gatatcagtc
agcacactag
caatagaaaa
atcoctagea
tcettaactta
aagatacttt
cttttttgtt
togtagaccag
gttaaagaca
gacagataca
atgtacaaat
totagtatat
aattctaata
cttaaatcecca
tatagattag
gggatgaatt
aatgtctett
atgcaaatca
aagatcacty
gtatcatcct
gototoggeoea
cacteoccagg
aagatttcct
cagaggecetg
agctacagaa
cagcctatat
gacacagtgc
goctggaatgy
atgcccattt
aactaattte

76

ttattagaca
tatcatatag
tcctatgett
tagatatagg
ataaaaggat
ctcaatatta
aaataaaatc
agtaaaaatc
tagcaaatat
ttacattcta
cttaagtagy
tggagtatga
agataaasaca
actggtgceoo
tgataagtty
attaggtgea
ttcatgtagt
catgatcaca
aatatctcct
aggaataaga
cacattctce
taaatgcatg
tccacttoct
ggttcttget
cacgtggggce
gooeaggcac
acaaaltyggga
tgagagggtco
atcacctcea
ctttaggaat
tctacctgea
gagagatgtyg
catgtacctyg
gctaaacact
tttagacaca
gctggocteg
tgtgecacca
cagtttattt
gtttcoctgaag
agcattttgg
acttagctge
tctattagec
gtcgtgatgt
cceteagaca
cttotaotage
attgagtcta
tegtoctteac
ctteoctgtta
tacactcatg
tccagetgea
gcaaggcttt
gacagggcct
ccagaagtic
ggagcttagc
tacaaacaca
agatgacaga
attgecctett
caaagtcact

atgtacacag
ggcctttgaa
atttctgaaa
atcctcagtt
atgaatataa
ttaatatgtt
aagaaatgaqg
aatatgtcca
tatggtcctc
aggagectag
catgaacgce
agaacagceat
atctaacctt
tgaggatgtt
cagaaaagag
tccaatttgt
acatatittt
tattectaca
tcattagtga
acatcctgga
atccattagg
tacatgcagy
tctcaatgca
ctttetgttyg
tgcatctgayg
agcctegtaoa
actgttagag
gttgatgata
gataaacaayg
atgttactge
gatgagtica
gtgtgtgtgce
tagtgattga
tcaaagattt
gggtttctcet
aactcagaaa
ttgcctggee
ccataattta
tatatttagt
aaaggtagat
ttttgaaatt
ttgtcacaag
tacatccaca
gcattaggac
aggagtaagt
tgogtggtaaa
agtcacagga
gecaacagetg
tgacaatgac
geagtctggg
tggctacacc
ggactggatt
aagggcaagy
agcctgacat
tcctgagogt
aagattatca
ccttacagta
accacaattt

7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
g760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
8180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9900
5260
10020
10080
10140
ic200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740



acaatcacat
ttcttgctta
tttattaaaa
tgecctatcoce
caggcacatc
agacaagtta
aagttattgg
cctatttaca
caggttagtt
tcttcteeca
ttctgeatet
tcttatgtoe
ggatgggtct
ccctgecattt
tctetattge
ttoccaaagt
ccacgtctet
tgcaaccaca
caccttacte
taaacacact
ctaaccgagt
taaatccagt
ataatacagg
tcaaagacat
acctaaaaat
acctagagaa
gcacaattta
cacatgttct
attacaaata
ttggagtata
ctgagaaatc
tggaggacty
ttatcctgea
ctactcacca
ttatttattt
acgtcagtga
acagtgcatg
taggaatgac
cectagtaga
atgtttatac
gaataatgat
cteagocaca
aatgcagaca
ttatgcatat
aggacagtca
acatgaaaat
attctttgac
tggtctgact
Lttttecttat
tttetetgty
tcataaatcc
cggctagttt
gaggttcagt
ggggaagdayg
catgtgtttce
ggccacacct
ttagagataa
agtacttaaa

aaaaagcaag
ttcteatcte
atttttecatt
ctttetoctc
aagtgtctgc
ggggatcagy
tggattcaca
gctcaagtag
gactctgtgg
actcettecat
gchtcagtca
aagcataaca
caagtitggt
cttgtagaca
teccactgyggc
agtgtgtcac
gtccacctte
cagaacaagyg
ccaatactga
tgaaagaaca
acagcatgceco
cttataaagy
acaatacatt
acatgaaaat
ggaaatagaa
caggaatact
tcatgtectt
gtctecatte
gagctgctat
tcaccaagag
ccaagtcaga
ttttccttge
tttecacactt
ggatattcta
atttatttat
tgttatactyg
actcttatge
ctectetcaa
ccctagttgt
aatagattag
tgatgcagac
caagcgttaa
tcatatgaga
cagtacatta
agaaacaaaa
tttaaccata
atttttattc
tccactggga
tttectetctto
tagctctgge
acttgecectet
ttttttttct
caattattat
ctgagagatc
agaggagggt
cctaatattyg
acattaagaa
accataattt
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caaggataac
actgaggtca
attcattcac
tgagaggatyg
agtactagga
attcacagga
tgaagactga
actcttgtty
gtctteettt
aagacacccdg
gctgetgggt
ggatatcatt
cagttatttg
ggaaaaatat
ttetttectgg
actaaggtca
attggacctyg
ctatctatca
ctacaaaaag
caaacaagat
ctggatatce
tgatgaaggce
cgaacagata
acaattaaac
gcaataaagt
agatgcaagyg
gottttaata
tctggatgag
gaacctagta
tgttataget
tttctagaat
cagcatgtgce
agatatggac
cctgctacca
attagagaac
tgcctaacct
agtgccaact
ataaacatgg
atttctgaag
agctgetete
attegtgagt
tgatatgaac
tctecattagt
tagtgtataa
gagtagaaat
tgtaaaattg
ctgtgtgaaa
atttccaata
tctogttttg
tgtoctggaa
gootectgag
tataagaaca
caaggcagaa
tacatcttge
ttcatttccc
ceactettgg
aattaatgaa
tacatgtaca

attattttet
tattgggaca
tttacatcect
gagccctceeo
atattctctg
aggcaacagc
gttgcacatc
gtggtttagt
ggagtteccta
taggtcecate
ggageatcetc
attagtgtca
gcecatteeca
tgggttgaaa
atataggagt
cteccataca
aggttcctga
gaggcectacce
aacatcaagy
tgagggeaac
Ltaacacaatc
ctttaaatag
gaggtcttta
aggtgaaagt
aacacaaact
atgatatctt
gttgaacagt
goggtgagea
gaaaacatat
gggtottcat
ggttgttcaa
tgtattttga
tatggtacag
atttatttat
aacaccatgc
tgecattgtac
gttttctgat
tcaaaagccce
tttagatatc
agccatgacc
ggtoaaagtyg
tttccaatat
agttcttagg
aggaaattgt
tatgggtgaa
ttattttigt
tatatcagga
tatctettcc
ttttgetttyg
ctcactttgt
tgctgggatt
acatttactg
gcatggcagt
tecaaaggga
accoecacag
atcaagcata
gtcattttat
atatttcatg
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gtgcttactt
ttaaatttct
tctagtette
taccetegta
tcaatgetge
ttgagggaca
tgctacatat
ctcttagaac
tcceoctecag
caatgtitgg
tgaggataat
gggactgygtyg
cagtctotga
gttttgtggg
ttgectectte
gagggacact
atcatacaga
ataccaggac
accaatgcag
atgacacctc
aaaacacaadg
gaaatgaatt
ggagdaaaga
aataactaca
tagaatcttg
ctaggtocat
atttcattgt
agtttttcea
cctgtotatyg
gtagaactat
gtgttcactce
gtttttgatc
gacagagaga
ttatttattt
agtttagaag
aatctcaget
tgtatttatyg
atggcectgay
ataatgactt
aaggagcttc
gtgagaatga
attaactgta
tattgcattct
ctagcataat
atatgcagtg
ttftcagaat
tcatatgtat
aactaactga
ctebgttttt
agatcaggcet
aaaggagtygy
gatggtcact
ggtccagtag
aagaggaata
tgacacactt
ttcacaccac
cttatatget
geataacata

gccatttata
ggggttactt
ctctcacaca
tccoecttace
cagacaaggc
goceccactyg
attcaggggt
cccaagtgtc
atccctecagt
ttttgggtttc
tatgagaagce
cttggecatg
taatctttgt
taggttygeyg
aggttccata
cattetettyg
actgcatgty
catcaaggtt
tctatatgga
caaagcatac
aaagttacct
aatccttagg
aataaatccc
atggtgtaag
aaggtggaaa
ccatttgott
ttaaatgaac
cattctggct
gtggagagtt
tcctaatttt
caaccatcaa
ctagceagtt
aaccaacctt
atttatttat
aagtactaag
ttcaggtaag
gtetattgoo
atgacagadgc
ataaatactt
tgtgttcaat
ttagagagtc
ttaatgaata
ttatatacaa
agagaaaaat
tgaaatattt
gagtttgctc
cccattctga
ccagtitcett
caagacaggyg
ggetiegage
ctacgcacgoec
tacatatteca
tcatggeact
gtotgacttc
cctceccaacac
aaaggaaagt
caacatgact
ttttttacat

10800
10860
10920
10980
11040
11100
11160
11220
112890
113240
11400
11460
11520
11580
11640
11700
11760
11820
11880
113540
12000
12060
12120
12180
12240
12300
12360
12420
12480
12540
12600
12660
12720
12780
12840
12900
12960
13020
13080
13140
13200
13260
13320
13380
13440
13500
13560
13620
13680
13740
13800
13860
i392¢
13980
14040
14100
14160
14220



ttttattags
caaaaatcec
tggtactgge
ceattgatgg
catgtgtttt
atattgttec
cttecattggg
caggaactgg
ttggcatctg
gcagtctcetyg
ccatgggtat
tcttcttgag
atatccactt
tageatgata
aatagctgea
tgagggacac
gtggaacatg
attgctggat
ctgagtggtt
caagtccttg
tgaggtggaa
atttttaggt
gtaccacatt
tacatattgg
gttggtggtt
atgaggtccc
aatttttccc
agtgtctctg
gataagaatg
ttgttgaaaa
atcaagtgac
acctgtittgt
ttgaggtetg
ctatcatagg
aacaattgag
acacatgaaa
gaacaaaata
gaccatccag
ttgtggatge
ctgccagggc
caatgaagga
aacaacaata
gaaaacacat
gtcatcaatg
atgeccaggge
gcattttecag
tctaattaaa
ggccaataat
tttectttot
tgctcaagec
tatttgettt
atctccaatt
aaagcacccc
ttasaagggy
cacacacaca
acacacacac
acacacacac
aatataagte

tattttcttt
¢tatgectto
attcececctat
ccaattagge
ctttgattgy
tcctatoggy
gaccotgtge
cagagtctat
caatagtgtc
gattgtcatt
tttgttoecec
tocteatgtge
atcagtgagt
tectecaggt
tcgtactcaa
ttggttttte
tgtcocttagt
cttctgotgg
gtacaagett
ccageatcty
tottgggatt
gcttattaga
tttgaatagg
atattagcce
cttttgtectt
atttgtcaat
atgtgtccat
gttttatgtyg
gatagattca
tgetgtettt
cattggtgtyg
cactgtacaa
ggatggtgat
atattttttt
ttggaatttt
cttaacaagg
cccatagatg
aggtccacct
caagaagaac
¢tecagaaagt
gctagagaaa
tgaactaacc
ggagggactt
ggaggagagyg
caggaagcag
tggggaaact
aaggattacc
ccacatagag
taagtgtatt
cagtaaagat
tcatattttt
tattctaagt
cccocccaaa
attgaaagca
cacacacaca
accecatgcac
acacatggaa
aaacaaacag
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atttatattt
cccteatage
actggggcat
catcctotge
tggtttagtt
ctgeaaaccce
tocatecaat
caggagacaa
tgggtttggt
cctttagtct
cttcaaagaa
ttttcaaatt
gattatcatg
ctatccattt
ttgtgtaaat
ccagcttety
acatgttgga
tactatgtoco
geaatcecccac
ctgtcacctg
gttttgattt
catttggtat
gttatttggt
tctatcagat
attgacagtyg
tctigatett
atgttcaagy
gaggtcecettyg
cattettceta
tttttececcece
tgggttcatt
ggaccatgca
tctaccagag
atttcagatg
gattgtgatt
actactaaag
gagttacaga
ggggatccat
ttgctgacag
ggaggctcac
gtactcaagg
agtaccccca
gaagctcocttg
tcaatggtcce
gagtggotgy
agdgaaagagyg
tatgtgeatg
cgatgagetyg
aactgatctyg
tctctgttaa
ttaaaaagtc
ttittcttaac
aaaaaaccca
aataaaaact
cacacacaca
gaacacacac
tccagtaaaa
aatggaagaa

caaatgtgat
cagetaoccaa
aaasaccttca
tacatatgca
ccagggagcet
tttcagecec
ggatgagtga
ttatatcagyg
ggttgtttat
ctgettecac
ggatcaaaat
gtatcttggg
tectgttoettt
gtcetaagaat
gcaccacatt
gttattataa
acatcttetyg
aaatttttgg
accagcaata
agtttttgat
gcatttceoct
tcctecagitt
tttctggagt
ttagaattag
tactttgecet
atagtacaag
catttccccea
atccacttag
catgetectet
actggatgot
tecttggtott
gectttttica
agattcectttt
aatttacaaa
gotttgaata
tgcagatact
gacaaagttc
catgtaaaca
gagtctgata
agccatccat
agctgaagygg
gagetoccty
ctgcatttat
tgggaaggtt
getggggatce
ataacattta
ggagctcatg
tgtgtgaaca
tccagetgty
ataccttaca
atacaatgta
tcatccaace
accaaccaaa
aaacaaaaaa
cacacactca
acacacacac
ccacaactct
ggtggtatta
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accetttecece
acccacccac
caggaccaag
gctagagcca
ctgggggtat
ttgggtatto
goctecactt
cteotgtecag
gggatggatt
ctttgtettt
atccacactt
tattctgage
tgtgattgag
ttcataaagt
ttctttatee
ataaggetge
ggtatatgoe
ggaaccatca
gtggaatgtt
cttagccatt
gatgtttaag
agaaatcttt
ctaacttctt
taaggatctt
tagagaagct
ccattggtct
cttteteocac
atttgagett
gccagttgag
ttttagctct
caattctagt
caattgetct
actgttgtga
ttgetettte
ctcaagatat
tcgatcectte
ggagcagaga
accacccaaa
tagctgtetco
tggatggagc
gtttgcagcece
ggactaaacc
agcagaggat
ccatgcecca
agdgagyggyy
aaatataaat
agcagcagygyg
ggactotgta
attgacatgt
gacttatgtt
ttctaataac
acacactttt
aaaaaaaaaa
gtaaaaacta
cacacacaca
acacacacac
ttacccatga
taaaaatgtc

aattoecete
tectgotitc
tgoetettet
tgagttccac
tggttagttco
fttctagctc
tigtatttgt
caaaatctcyg
tctgggtogy
gtaactccat
tagtcttoet
ttctaggocta
ttaccteact
cattgtcttt
attectetgt
tatgaacata
caggagtggt
aactgatttc
catctttgte
cttactggty
ggttttgaac
gtttagetet
gagttctttg
tcocecaaact
ttgcaatttt
tttgttcagg
tacaagtttt
tgtacaagga
ctagcaccat
tttggeccaag
tcactgactt
gtagtacagce
ataatttttg
taactctgtyg
aatytacaas
tragaagggy
ctataggaac
acagacacta
ttgagaggct
acagggteee
ccataggagy
accaatcaaa
ggcctagatyg
gtatagggga
agatgatagg
aaagaaaata
gtcacitctaa
tcctetgtygyg
gatgtctaca
tacttgtttt
tcattctcce
taattctgat
gocaaggasat
cacacacaca
cacacaccac
acacacacac
tacacaggaa
tgcacaaata

142890
14340
1440G0
14460
14520
14580
14640
14700
14760
14820
14880
14940
15000
15060
15120
15180
15240
15300
15360
15420
15480
15540
15600
15660
18720
15780
15840
15900
15960
16020
16080
16140
16200
16260
16320
16380
16440
16500
16560
16620
16680
16740
16800
16860
16920
16980
17040
17160
17160
17220
17280
17340
17400
17460
17520
17580
17640
17700



ccattaagtt
tgecttatcat
attgaagtgt
aaccagtgaa
tggcaagett
aggttaataa
aattaaaaaa
geacaatata
atctattcta
tgaaacagag
agggacctag
atttcatatg
actttactta
aacatctggt
tgtttttgta
ttaatgtctyg
ttttcaaaag
attaccatgc
agttattgat
tttagtcatt
tccatatatyg
ccttettott
tcttettett
ctcotettee
ttceotteett
ttecctttett
tttecttictt
ccttecacctt
ctgttaacat
gaaatttgece
ggatacaatt
gaaatggeag
atatgcaaat
cctatgaaca
attecgaagt
ccteegeged
acgtcagacy
gcecogetget
cgggacttgyg
aagtagtecc
ttatataagg
cggttettgt
ceggggettt
agggctgtag
gcaaaatgge
tcegtitgaaac
ctaatgogay
cgtgaagttt
tggeggtgee
gacgtcaccce
gtaggetttt
acaggegecyg
tttatgtacc
ggcgagtgtg
atgtaatttt
tttgttagac
aaggtgagga
ccggecgeto

cattttcttg
qooctatgaa
Lgcagaactc
aattaccaca
agtaatatca
atccatttty
ttccaacatyg
attatttttt
ttaatgtgta
gaagtaggat
tggtgataga
caattgaaaa
tgtacatata
tectectatt
taaatagttg
tgattttttt
caatgtaaat
cttagtgata
gatccteety
ttagtgagat
tgaaagaaga
cttettettce
cttettttet
tcctectteo
ccettecttee
tctttettte
cctttettte
ccocttactt
attaacatgt
catgtagtia
cctcagaaay
ttctteteea
tacccaagtc
atgttetcte
tcctattcte
gggttttygge
aadgggegcayg
cataagactc
gtgactctag
ttcteggega
acgcgccggyg
ttgtggatcecyg
cgtggccgcec
tctgggtceyg
ggctgttccc
aaggtggygy
aaagctctta
gtcactgact
gttgggcagt
gttetgttgy
cteocgtogea
gaccetetggt
tatcttctta
ttttgtgaag
cagtgttaga
gtgttgacaa
actaaaccat
gggtggagag
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ttggctacca
ctecattgga
tcagtagett
tgagagactt
tgtaaatgee
gtgcatatat
gatgcagagg
ggggdgggaaa
cataggtage
gectgggaaac
ttatggtgag
tttcaaagaa
cttcatagta
ttcctttatt
tatataacta
attgtcttaa
ttcttactca
aaatccttte
caataatcat
ttgaagtagt
cgetaaaact
ttcttettet
tcttettett
ttecttectt
tteccttectt
tttetttctt
tttectttett
cctcoctttoce
cccagagtag
acatctacag
gaataggatt
goctggactag
tatggeagta
cacagteecet
tagaaagtat
geoteooegey
cgagcgtcct
ggccttagaa
ggcactggtt
ttetgecggay
tgtggcacay
ctgtgategt
gaggcegcteg
cgagcaaggt
gagtctigaa
gcatggtggy
ttcgggtygay
ggagaactcg
gracceogtac
cttataatge
ggacgcaggy
gagggdaggd
agtagctgaa
ttttttagge
ctagtaaatt
ttaatcatcy
gggatcggec
gctattcggc

actgctaagc
ggacactaat
tatttaccty
ccaaatbtgaaa
ttagaattta
acccitgaact
aatccectgag
tgtctgaatg
actaattaaa
agacttttgg
agtcctgaga
tgaaaatcct
caatttttac
ctectagaca
ttaaatacat
ttaatactat
Lttctgttca
ttgacacata
tgataggtaa
atataacctg
aaaaacatta
tcttbettett
ctoottctee
cetteocttece
ccttocttee
tetttettte
ctectectee
tteceettet
agcaacagac
catctgtcta
tggacctgag
gtccttaact
aatacagaga
gaagacactg
aggaacttcet
ggcgeccece
gatcotteceyg
ceccagtate
ttctttecag
ggatcteegt
ctagttoegt
cacttggtga
gtgggacgga
tgcecctgaac
tggaagacgc
cggcaagaac
atgggctggg
gtttgtcgte
ctttgggagce
agggtggggce
ttecgggecta
ataagtgagg
gctooggttt
accttttgaa
gtococgectaaa
gcatagtata
attgaacaag
tatgactgog
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ctgtctceect
ttttecttet
cacaatacag
gaacaggtaa
atgacatatg
caccactaacg
ggacatttgt
Ctaactottt
atcactgtgt
aaggtcccaa
gtggtcatag
tatgasatat
actgtgcata
atttcactga
aagctgttaa
tatctctaat
aaaacttctg
tatagctatt
atattttaag
ttggaaagge
gecactttta
cttecttette
ttcteocttet
ttecettectt
ttecetteett
Lttetttett
ttectttttee
ccttctectce
tcaggtcaaa
ggggttacaa
catactgcty
aagaaatgca
tgtccacace
attctaggac
cgogegtetg
tcectcacgge
cccocggacget
agcagaagga
agagcggaac
gaggcggtga
cgcagecggyg
gtageggget
agegtgtgga
tgggggttygy
ttgtgaggeyg
ccaaggtott
gcaccatctg
tgttgcgggag
gecgegeecte
cacctgeegyg
gggtaggetce
cgtcagttte
tgaactatge
atgtaatcat
ttetggeogt
teggcatagt
atggattgca
cacaacagac

tgattaattyg
gtetecagga
cctetaatee
agttgtctac
tcatectetg
ataatacaac
tgatttgtga
accagtgata
tatcaggtaa
gggaaaccac
attatagecat
agaaataaca
tttetectgt
tacaatoetea
tgagtettea
tgcatccaca
ttgttgtatc
gctataattt
cacttttact
aaatattaat
gatatcttct
ttottcttet
cettotectt
cettagttec
cettocttec
tctttettte
ttectoettec
aatctacaat
catctactga
aaagtctatg
cctaacacat
ctgctcatga
ctgaagacaa
cgaagttcct
geoctecgagy
gagcgetged
caggacagceyg
cattttagga
aggcgaggaa
acgceccgatga
atttgggtcyg
getgggetygy
gagaccgcca
ggggagcgca
ggctgtgagg
gaggcottcy
gggaccctga
geggecagtta
gtcgtgtegt
taggtgtgeg
tcctgaateg
tttggtcggt
gctoggggtt
ttgugtcaat
ttttggettt
ataatacgac
cgcaggttet
aatcggetge

17760
17820
17880
17940
18000
18060
18120
18180
18240
18300
18360
18420
18480
18540
18600
18680
18720
18780
18840
18900
18960
18020
158080
18140
19200
18260
19320
19380
19440
19500
19560
19620
19680
19740
19800
19860
19920
19980
20040
20100
20160
20220
20280
20340
20400
20460
20520
20580
20640
20700
20760
20820
20880
20940
21000
21060
21120
21180



tctgatgccyg
gacctgtccyg
acgacgggcg
ctgctattgy
aaagtatcca
ccattogace
cttagtoegate
gocaggetca
tgetigecga
ctgggtgtgy
cttggcggey
cagegeatcyg
tgcagaaatt
tcatactttg
ctacgggggt
actattgett
attaagggcee
Lcattgtttt
cagtttcata
gtattgtttt
ctattccgaa
atggcatgtc
tcagcatgaa
ataatttttt
cacactttge
acaacaacaa
gacattttca
ctaaccatca
atgactatta
actcttagac
agatttccca
aactacccaa
taagactact
aaagaatata
tgtcttttge
aacagaatgt
aaggatttgt
tgggageatyg
tgatcttaaa
attaaattta
atgagaaact
ctcaactgtyg
atttcgtcaa
tttccgttay
tggctgaaat
gaggctaaaa
tagttttctc
atcttacatt
gaaagtaaaa
ataaattgaa
ggtgaactcc
gctgtaagca
tttcococtgace
accatgcagt
aacagcgtec
ggttctctec
atctcecectec
tgaacttttc

cegtgttocyg
gtgcootgas
ttocttgege
gogaagigee
tcatggctga
accaagcgaa
aggatgatct
aggcgcgceat
atatcatggt
cggaccgeta
aatgggctga
ccttetateog
gatgatctat
ttaagaaggy
gugggtgggy
tatgataatg
agctcattcc
tctettgatt
gectgaagaa
gccaagttet
gttcctatte
cecotgttagt
aggtcectget
tcacaacaac
ctgtgacagg
cagcaacaag
aaagaacaca
gggaaatgca
ctaaaaactc
attgttgatyg
gaaaactaga
aggaaaataa
ctcaatagea
gcatgtatge
agcaagatge
cacatgtcac
agagagaaat
atgagtcatt
attazaatgt
aaaacttttt
gtttgcgagt
aataaaaaayg
agaagatgtyg
agaaattcaa
taagaagaaa
cattgctaac
taaaatcaaa
cacgcataac
ataacataaa
taccaccage
agacattgtyg
ccacggteat
agacccagat
gaggtttgaa
ggecatttgtt
tgcaagecag
aagcacctte
cgeattetgt
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getgtcageyg
tgaactgcag
agctgtgcte
ggggcaggat
tgcaatgocgg
acatcogeatc
ggacgaagayg
gcoagacggce
ggaaaatgge
tcaggacata
cogettecte
cettettgac
taaacaataa
tgagaacaga
tgggattaga
tttcatagtt
tcccacteat
cccactttgt
cgagatcage
aattccatca
tctagaaagt
ggttcatgca
acctaaaaaa
agagtgaata
gaactaatat
aaccaaataa
tagaaatgga
aattaaaacc
aaataatatc
aggatgtaga
aatagaactyg
actattattt
catatgtcaa
acaattcaat
atagaagtgg
acattattac
tacacacatt
acataacagy
agaatatgat
ctactcaaat
caaataacca
aaacaactga
cagatgacac
atcaagceccg
tacagataac
aggaatgcaa
catacectta
ttctattcaa
tgtctcaaasa
aataaasaasa
ctaagtgagsa
ccteaggtagt
attgagctec
ctgcttcaca
ccaaccacaa
cagococtgea
coecacacce
tgttattgaa

cagaggegec
gacgaggcayg
gacgttgtca
ctcotgteat
cggctgcata
gagcgageac
catcaggggc
gatgatctcg
cgettttetg
gocgttggeta
gtgctttacy
gagttcttat
agatgtacac
gtacctacat
taaatgcectyg
ggatatcata
gatctataga
ggttctaagt
agcctetott
gacctegace
ataggaactt
agcagaagct
aaatagacag
cgcaatttac
gaagaatttg
cteegttaaa
taataaatat
acaataagat
agatgttget
tgagtacaac
tcatttggto
caaaaagata
actgagtgte
actagtecage
gggacaatat
ttgtaagtgy
ggagacttac
cacaatataa
caataaatga
gactgtaaga
ccaatgtaac
tggataaatt
tgaagcatat
caaagagaca
atcaatgetg
aatgaaacag
acacctgaat
atattcaaga
tttgaatagy
taacaagtga
gaagccagte
cagtggttty
accacttgea
gactgaacga
gagaacgtcc
gtttagcctyg
tccactgttt
gttaggatgt
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cggttctttt
cgceggctatce
ctgaageggy
ctcaccttge
cgecttgateo
gtactcoggat
togogecage
togtgaccca
gattcatcga
ceegtgatat
gtatcgeoge
gagygggatcc
taaaatggaa
tttgaatgga
ctctttactyg
atttazacaa
tctatagatce
actgtggttt
ccacatacac
tgcagceccecect
cetagggtot
gtatcctgtt
atgagattta
agaatgacag
caaggaactc
atgagcaaag
ataaaceaata
atcatcttcce
gaggatggga
ctotgtggaa
cageaatcec
ccecaccttet
tgccaaccga
cacaataagg
aattagtgaa
gaggtaaaca
aaggatgggc
aataattaag
acttgatatt
aaatgaatgce
tataataaga
aggcaagggt
aaacaggatce
ccactgtaca
gtgagcatac
atactcagga
atttgcatca
tatcgtgtgt
tgaagaacta
ccgatacata
tcaaagatca
ggctggactt
gatggaaaat
aacaaacacyg
ctcagetcte
catectocogt
ctgagageac
ttaggaccaa

tgtcaagacc
gtggctggcc
aagggactgy
toeetgecgag
ggctacctge
ggaagceggt
cgaactgLtc
tggcgatgcec
ctgtggcegy
tgctgaagay
tcecgattey
gctgtaagtc
gtttttcotyg
aggattggay
aaggeotettt
gcaaaaccaa
tctogtggga
ccaaatgtgt
ttcattcteca
agagaagtte
caccggttaa
tgacaaagat
attaacctaa
aagaacttttg
agacaactcet
gacatgagta
ctcaacatca
accagtcaca
aatgaaggca
aatggtatgy
actactgggt
atgcttacca
tgattttata
aatgaaactyg
ctaactcaca
gegtgtacac
gggcagaagy
aattgaccaa
agttgaccte
coggttacag
aacttcagaa
thctacagac
tcaacaggat
ctttttaaaa
caggttgcta
gaataatttt
gagaaaaaca
atgtotgtta
ggaagcatcet
aactattaca
aagggacaca
tetgtgtete
cctattttea
ggctectttyg
ccacctecte
gcatccagog
aggcaggcett
cttaaggatc

21240
21300
21360
21420
21480
21540
21600
21660
21720
21780
21840
21900
21960
22020
22080
22140
22200
22260
22320
22380
22440
22500
22560
22620
22680
22740
22800
22860
22920
22980
23040
23100
23160
23220
23280
23340
23400
23460
23520
23580
23640
23700
23760
23820
23880
23840
24000
24060
24120
24180
24240
24300
24360
24420
24480
24540
24600
24660



atattttatg
tctgecaggty
tggagggttg
gtgccatagg
geagagectc
ctetecgteoea
actggecect
ggctgecatct
gageatctta
aatgtttctt
aattttcact
atagaactgt
tggcttttet
accagaagaa
ccteoccacttg
tacctaaatyg
tgcatggatt
gtatgagece
acecactgaa
cctgteaacc
toettatect
aaactttcte
tgtcaataag
ttaactcagce
aaaaagtgca
cccececgtggt
gcaaaggaag
tcacactcca
gcagcacagt
getggetcay
tactcaggag
cecatgattoe
aattcatcag
aagaaaatga
ggtaaagacg
agggtttgge
ggtggtcctc
taccagtgga
agcagagaca
tcageggtet
ggttatggtt
gtgcttgtet
tttaaaatca
tctattgetyg
ctgaattget
ttcattctga
gtgggtattt
tgtctataga
tggacttgtg
tgtttectcat
ctccacatta
atgcttgata
Lgeaatgcac
cacatgagcc
geggceatcta
aaattcccygt
gtitggaatca
attgagtttyg

actgaattcc
gagacgaagt
gocagaagoett
gcagagctag
catccacgay
gcactgaacc
gggaaagcgt
gtccgecagty
gatcaaatat
cactcactgt
ggtctecatga
ttttotottt
tccaacactt
tgctgtoatyg
tctgoectgta
tgtgtggggy
caccatttac
agaaacaagce
cacaagagac
ctgtggettc
gttcttcecctyg
acatgcacca
ttaccaatgce
attacagccce
tgctgggcat
ggtecattgte
agagaccoca
ggtgaatatyg
cetetecaaga
ggctttataa
aaggagcttyg
ttactagatt
catcaaggca
gtgaaaaaga
agaaaaaggc
taaagagaca
acacatgcat
gacttagcat
caaaggtact
cggattagya
tgtggaacayg
cagtgeccggt
acattttgaa
gagagttaag
tatctgtttg
ttttgatgaa
tgattttggt
tagccattat
agtaggctca
ttggsatgec
gtagatgtcce
tctgtgcaca
agtgacctga
accgagecty
ctecagtgtgg
tgtagtagta
cogaagtaat
tatgaggtca
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agtgecccctt
tgagcttttt
cccaccatce
aaaccgcgga
tggggctcta
tcagcatcat
tteotcobggt
gagtttacat
gatgactggc
gtgctgttiag
gggcatggat
cacttecatag
tacagacacc
gtcttttetg
tttctatttyg
gagcatgygy
tctgtcteca
ctcectgaag
agocccagoy
ctotccataa
tgaagtctet
aaggcagadgt
ttctgaagtt
agctcaacag
tggggcagag
aggactccaa
ccaatggtta
aaaagattta
aattacagat
tgatttggty
tgtgatttaa
teccatgtgt
ccaaaaatag
gagataagag
actcctacga
taatcaacag
actgaacaaa
ttaaattcat
cagggtgcag
gaaagttcct
gogtcagtte
gettactgag
ttatttatca
gtgatatttyg
ctttteatta
tatttaattc
tecttggttta
ttagtggctt
ctgcecectyg
tttgtttcag
ttacagatta
gggagaaget
gttccctget
gcaagcaaaa
tttecttbttgt
atatactggy
gagaagctaa
tgcagtttga

ctetectaggyg
tettoctocag
cagcactttg
ctgaatgttc
tggaagaagt
gtgctgtgtg
gggagttggt
catgctgage
cttactgagt
agtctttcca
tcattgagec
cgaacatcca
atcaatttte
tLcttttgga
toctttggttt
tgttattctg
tttttgtgaa
tgggcacagg
caggtgcaga
aacagtttcce
gaagaagaaa
cacctacagt
aatcagctaa
aactccaaag
ggagttacca
tccocacagtt
gtgtggatgt
ttagctctat
tggaatttcc
gtggggtcegyg
acctcacact
ggggdgacaag
gacctgacac
toccacccatg
agaaggggtt
gttacaggag
catghbctgta
tecagtocagy
cctectgtgaa
gatatcactyg
atcagggggt
ccactagaga
gacgtttcaa
gggttttgta
gctaaactat
cctttagaat
cttagtggca
tctgaaatgg
caggtectag
cagattttgt
gagctgactc
ctetgttgeo
cagcccctga
gcgcecagect
tattaagagc
tatgtgagca
toteatttte
acgtcaggee
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acagagtgca
cctaggagat
gttctggtgy
ccagtggcac
gagtctctgg
cagggtcaga
agaaggtgte
tgggatgtag
tttctagatt
aacctgtaat
ccteatgetyg
tgggttatca
ttcttgetta
aggaatgcce
tcaacaattt
ctgttetgtyg
aacaattaga
accacctggyg
tgcgggttaa
tttgtggeat
catttgtogat
cacttactee
atctataaaa
gtcagccage
tccagtgcaa
ccaattgtag
cgagtttgat
ttctgaggtyg
tcagtagagc
cgggaggagy
gacatcacat
gatgagggag
tttattctce
tgctgaaaag
gggcagaage
gggctactga
acgtatgacc
ccectatgtge
cggecagage
tagtgttcaa
gggetgeaat
aaaaggttta
atatgtcatg
actctgtttt
cgcttettet
gtgaatataa
aagactctgt
tggttttagt
atagtggagy
gttgggttgt
tggtagaagce
tcaggcgatyg
gaggtggace
tgatggaaat
tttagtatgy
ggcecogtggt
aactgctgta
agtaggtggt

taaccaagtt
gagcgctaat
ggcggaatcy
tggacccagg
ctctcagtag
gggcecaacgt
ctgtcttett
aaggaaggaa
ttcotgaata
Ltecccaaaat
tcaaagagaa
aataatggge
taaggtttta
cctetactea
taataagatt
ttctctgaga
aaaaaagtca
ggcgctoagy
gttctggttt
atctetggat
aacaagagaa
tgtttctoaa
ggtgcggtgt
agcagecagyg
gagaagasag
gtgatgccag
gtttcecacac
tctgoctgaga
aggaaaggag
ggggegtitce
gagggagcett
aataaacctt
ctagecagett
catagetett
tttatgctga
tgttcatgga
cctgttcact
aaacagcaga
caggccatgg
tcaaagctgg
tgtcttcata
attgagctte
ttgtttagat
ttcatactte
tattttttaa
tgtacattgt
aagagttcct
accaaagtac
cctcaggaac
taagttcacc
agttgagtge
gactggtcta
aagctggaca
ggcgagetga
Lggctgttte
cttttgcggg
cactgogtggt
gctcgecaggt

24720
24780
24840
24800
24360
25020
25080
25140
25200
25260
25320
25380
25440
25500
25560
25620
25680
25740
25800
25860
25920
25980
26040
26100
26160
26220
26280
26340
26400
26460
26520
26580
26640
26700
26760
26820
26880
26940
27000
27060
27120
27180
27240
27300
27360
27420
27480
27540
27600
27660
27720
27780
27840
27900
27960
28020
28080
2814¢



aagagocggce
cttgocgtgt
tacctgaaag
ttttttatgt
gaaaaaagtt
gataataaca
atgotagaay
aacttectgta
ataaaaltatt
tttaacaaac
gacctacatg
tacatatcaa
aaaaaataac
aatataaatyg
cagaagtttc
atgtaggttc
atcactggca
aaggaaagaa
tagaaaacta
ataaataaza
gattaagtglt
tacatcactce
cctgaatagt
atgagagcta
gaaggatatyg
aggggggtic
ttttttaact
cagacttcayg
gaagagtgty
ctatggatat
aataasgacac
ttcaccaaga
agggaagtct
actgaaggac
gcccageaga
ggccacottt
taggtgectg
ggccaataaa
gcgggaagag
caggatttag
ttttetttcet
aaataacctg
aacaaccaca
acctggaggt
goctgaggaay
caggtgtcca
cctecggtgaa
gggtgcgaca
gtacagcaaa
cgagcacagce
gtgcgagaga
ggcagctgty
tgggttatat
taaatattcc
cgcggageay
ggttgtctta
tgaacggaaa
gagcaagtcc

tatggtggca
tecagatett
tetctegaat
ceotttttgtyg
atatgtgygat
taggaaacag
tagttgcaac
cagcaaaaga
tgcagecctat
atacaagaaa
tggccaacaa
aacctcaatyg
agatttttaa
agttcaacca
atttgaccca
actgeageac
gaatgataga
tgaaactatg
attcaggaac
gcaaatattc
tcagcaagtt
aaaaagcaat
gagaatatga
tatttataag
gaaactgggce
taggataata
caatgggcac
agataagtaa
ataagtgccc
gatctaaaac
aaacttatte
aactcaaatt
cagaaccaat
ctgggaggte
tctecagaact
tcagtgttac
ctcaatgtca
atgtgggttc
cgctgtgcac
ggcttggtat
catcctagat
aggtettety
ttcctectet
teoctetttgt
ggatectogt
gtoccaggtyg
ggtctectge
ggcccctgga
ctacgcacag
ctacatggag
cacagtgtga
ccgggctgag
atttgagaaa
attcaagagt
gggatcctta
gactgttttyg
tttatttcte
aagagcaagg
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gcagaagggt
agagaaaaga
gtaactttta
aaaggatgtt
taaagatcaa
aatttaggag
aaaattgaasa
cactatcgac
acatctgaca
taaaaagtga
geataggaaa
aggtaccgtc
ggttacagaa
ttgtggaaag
acaatcctac
tatccacaat
gaaaaatgtyg
tcetttgtag
agaaaaccag
ttocagggoo
getgatacte
gagagctata
aggatatgga
gggggttcta
cacttatatc
aatatctgaa
ataactgtgg
tgtttecctac
agaccaagca
catgtaaata
aaaatacaaa
cctatttcta
cacacatcag
aggaccctca
ctceatgggt
cagtgagctc
gagacagoaa
acagtgagga
agaaagctta
cteageatcee
caggetttga
agataaatat
gaagaagccc
ggtggcagea
ttagttaaag
cagctggtgco
aaggettety
caagggcttg
aagttccagy
ctgagecageco
aaacccacat
gagatgacag
asaagaacag
cgtaatataa
gatattggtt
tgctgttaga
acagttctag
gaaagtccaa

ttatgcttita
tttttagtta
ttttgtcgay
gtttcatcaa
aatgtaaaac
gtaagaacty
attgacaaat
agagtaaaca
aaggtccgac
ccaaaggaca
gaatgctgaa
tcacatcagt
aaaaggggaa
cagtgtggtyg
aactggacat
agcatagaca
gtacatacaa
gaacatgatyg
atattatata
tgagtcttce
atctaaatat
tttctaaggg
aactgggeca
ggataataaa
actcaaaaag
tagtgagaat
gagatactat
attgtgettyg
gaacagaaat
cttcaaataa
ttacttggta
tttcaacccc
acggcaaatc
ggaaagtgeot
cctgetggac
tgagtgttee
tggtcccaca
gtgcatcctyg
gaaatggggc
cacacttgta
gctgtgaaat
agaetatattg
ctgggagcad
gctacaggta
aggattttat
agtctggggce
gaggcacctt
agtggatggg
gcagagtcac
tgagatctga
cctgagagty
gggttattag
tagaaacaad
gccaaattca
ggggttatet
atagaatacc
aggctgtgaa
agcaagtcca
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ctggtgatta
tttetecatte
atgggttectt
atgeocgtttte
ctaacactat
acaaaggttt
gggacctaag
ggcaacctac
acttagtata
tgaaaagaca
tatcactatc
caggatgget
atttatacac
atccctccaa
atacctaaag
tggaatttac
ccatggaata
gaactggcag
ttctecectta
ttattcaaca
tctatitcat
gggttetagy
c¢ttatatcac
tacctgaata
caatgaaagc
atgaaggata
attcctatga
tgacttggaa
cagcatgtaa
ttctatttaa
attattttgy
tgattectac
tgtcaaccaa
ggggacccty
actcatgtag
taatgggacc
aaaaacccag
gggttggggt
aagagatgct
cagcetgatgt
accctgecete
gtgcoctgag
agctecatcac
aggggcttee
tecaccectgt
tgaggtgaag
cagcagctat
agggatcate
gattacogoy
ggacacggec
acaaaaacee
gtttaagget
tacatactct
cagagtggaa
caccttaggt
caagactggg
gteccaagage
ggagcatcty

aagtgggaaa
aacctgatac
tectatacceea
agcatcaatt
aaaacctcetg
tataatgaaa
taaattaaag
agaatgggaa
tacatggaaa
cttcaaaaaa
attagagaaa
gatcttaaaa
ttttggeggy
taacctaaaa
gaatataaac
ctaaatccec
ctatgecaget
tcaatactct
tttgttggag
agtcattcta
ctgggccact
ataataaata
tcaaaaagya
gtgagaatat
tatatttaca
tggatggttt
agaaggtatt
geagtggatt
agatgatgat
tgcagtttga
gagctatgag
tgtcaatggg
gagtctttee
tcttgggagt
ggtaacgagt
aggatgggtc
gtaatcttta
ttgttctgea
tttectecagg
ggcatctgtyg
atgcatatgc
agcatcacat
catggactgg
tagtcectaag
gtectctceea
aagcctgggt
gctatcaget
cctatetttg
gacaaatcca
gtgtattact
tgagggagaa
gtttacaaaa
aattttaaga
aaggcgegat
ctgaatatgg
aaatttatac
acaggtgcca
gcgaggacct

28200
28260
28320
28380
28440
28500
28560
28620
28680
28740
28800
28860
28920
28980
29040
29100
22160
28220
29280
29340
29400
29460
29520
29580
29640
29700
28760
28820
28880
23940
30000
30060
30120
30180
3024¢
30300
30360
30420
30480
30540
30600
30660
30720
30780
30840
309060
30960
31020
31080
31140
31200
31260
31320
31380
31440
31500
31560
31620



tettgetgty
ccttttataa
catactgtta
ccacagcaag
acgteettcc
ggaggtetgg
ggtgaggagy
aaggaggetyg
ccagatocac
ttgagctcayg
tggagcccag
ggogcageag
gagoccceaa
aagcccgaga
tgeceteoccoct
ccccagecect
gtgcaaagaa
gagcatggcc
geagggatygy
aggecooeca
gaccccagea
aacacctgec
ccegttetea
cgatgtccgt
tgaagtgtce
ctgacctcaa
gctgggcaac
caccteectt
ctagagtcgg
ctatgtttac
agacacttct
taggcactgyg
tgtececady
ctccaggeoca
ctaggecaca
cgtgctggat
tcaacctcca
ctececaccet
tggoeccctag
gggaccaget
cegggactcea
ctcacaatga
actgtcaget
gtcgtectgaot
cgoeocaggcee
gacaggggca
actaacagga
accccacaca
ggggctcocea
agatgccgcc
agattctgaa
tgtgtccaaa
cocgaaccta
ccattgaatg
atcctactge
cctcaggygaa
aacccgeacat
accotgatga

tcatcacatg
cageaccaat
caatggcaat
ggtgctocta
tcegtecata
catagggogt
ccatctgatyg
agggttgagt
acagcctctyg
ccagagtctyg
ccececcatetyg
gactggagcc
gcatcacgge
aactacccectyg
tetgateccca
gragcoecagq
gteaccacce
cggoLgetge
tctectggte
gtgctctatt
aggcttccag
tgagagagcect
gggcegtotge
gtgtctectg
ccattgggaa
cagtdgecgyg
ctttcoccectte
tacaaggctg
tagggagtta
ctaatcacac
agaaatcatt
cctgggcect
tccagagtca
gggtctagty
ccectecegt
gcoeeeccac
cectgtocea
ggetoctget
gagcecagat
catccecoete
gcagtaacce
aacttttaga
cccacagety
gtectgetceca
agaacatgcc
gcotatgagg
cecaageace
ccggggegga
gtgctcacce
cacaageoca
cageccecgag
actgtctect
ggtcctgete
gtgaggacgy
tatggteoccoca
acgggggtea
ccagagcecga
cteceocactyg

ES 2759617 T3

gcggaaggca
cccacceaty
gaaatttcaa
ccteoctetet
ctecatcect
getoctgect
gtotgggeca
ctogcaggtec
ctgggggacc
ccteooetgte
accttacagy
ccagacagty
accaagaagg
gacaccatgy
cctgaggtygy
gatacctgta
tacactcaga
agggatggtc
ctcagagcat
gtoagggctce
tggottcagg
ccacgeacca
tgaaaaggch
tggccaggaa
ggatggggec
cacggacaca
ccecgacgact
tggcctetge
aggacaaaac
ctggtggaca
at.¢ctcectge
cotgetgtec
gagcagactc
caggtgccca
gecacgecoee
agcagaggtyg
cggocccaagy
gggaccctea
cttcactcta
ctecteccte
tcaggaagca
aagccttgac
ctgcagcaaa
geocacagea
tocctocagyg
atctggggce
ctececeegttyg
atgtgtacag
cacaactaaa
gcceccatee
tcacyggtggy
ggcccctget
agctcacacyg
ggaccagggc
gtgctcctgg
ctggcacctc
cteccaggage
gaatccagceo

agaaagagag
aggtggggac
catgagtttt
cagggcatct
tocecaatgte
taggtctgag
agacagtcac
agggaactoc
ctgctotggt
atttaggaac
gccaaggcty
caggagtgygc
gtaggaccct
agagaggcct
ctgocaagcc
ctgtgecoect
gacagtgggy
toetggtect
gycocagetyg
ccteocaccoa
tcacaccect
gaactgaccg
graactgcac
ggtctttctc
tgtgtctcca
actggcccca
gagocococcgag
acagatgata
tcagtttect
gtttggacaa
ccoggggacc
taggaggoty
cagggacget
ggacaagaaa
tcttgeceocty
ctgttctgtyg
aagacaagac
aggtgtgaac
cagaccccaa
tgetetecte
gggcccaggco
tacaatgatyg
azatgtccat
cgcatggagy
gtgacctygec
aggagatgaa
aagctgacct
gecoocggtot
gogageocca
aggaggcocec
tacaactgga
ggagyccgceyg
accoocagea
tecagggggt
ccagaactga
ccagcatcaa
agagacaccc
cagagtccac
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caagagydgg
cttatgacct
ggaggagaga
gcagaaagag
cgtgeatatc
gcecectgtety
aggacgecatc
ccacaaagtg
gcagagectyg
taaaccaagc
gagccetggy
caaagctagy
ggcctgagga
ggagggdaad
cagagagccyg
gggggacccco
gtecctegice
cagagcatgg
ctgcagggat
ccecgeaccaa
aggctgaccc
tctgctccaa
atccttocctce
gygacctgag
ggctcetggga
toceeggggac
cacoctcooet
atggagcttyg
ccacctgaac
acttgcacac
ccactceagce
ctgacctect
geaggctagg
gattgtgaat
caccccacag
abtccecctggyg
acaggecccte
agggaggatg
ccoaageace
tegtcgectce
gccgtttaat
accttggtgt
agacagggtyg
atctgaggtyg
atgtecctgca
Lcctattaac
geecagaggag
ctgtgggtgt
gectaecadag
agagctcagy
acgaccacoy
ccagagagyy
cccagagcac
catggaaggyg
ccctaccacce
cocoocaggcag
cagtaccctyg
caggaccaaa

ccgaactcac
aatcactctt
agcattcaaa
ctgcaactgc
ctgtgacccea
aagaggggta
atttatcatce
ggaaccctge
gggacaggtc
ggcaggatge
ttcocetcaa
gcttoctoca
attggcacca
caccaggcac
ctctgatgte
tggccagtect
cacatcctea
cecggetget
ggteteectag
gagagagcca
cagcoeccatt
ctecttgacct
cgtcegttec
agccgectocce
ggacagaatc
gctgaccage
gctececetac
gctcattcee
tcaagtctge
tcagagacac
agaagtectge
goectggoteoc
aageogeces
gcaggaatga
cCccagoaace
aaagacgcad
tcctcacagt
gttgtctggg
cccttetgea
tacgggaaat
aggaggettc
goctgbgaac
ggggecegygg
ccacacctga
ttgetggagy
ccagaggaaa
gectgggece
tcegetaact
cccocccgaagyg
gcgoocggggc
tgagaaaaac
gagcagcege
aacggagtce
getggaccce
gacaagagte
cacaggcata
ggggacaccy
gaccccgeoce

31680
31740
31800
31860
31920
31980
32040
32100
32160
32220
32280
32340
32400
32460
32520
32580
32640
32700
32760
32820
32880
32940
33000
33060
33120
33180
33240
33300
33360
33420
33480
33540
33600
33660
33720
33780
33840
33900
33960
34020
34080
34140
34200
34260
34320
34380
34440
34500
34560
34620
34680
34740
34800
34860
34920
34380
35040
35100



ctgtetetot
tagggaacac
cggcageaca
gtgggggtgg
atgaccttct
cteccteceeeyg
caccaggcag
aggctgtgte
gtccaggeeo
cacgtggotc
caaaggtgga
ctogetgcee
gececataggt
ctgggacctg
ttacacacgg
ctecgggccge
tceoectectte
ccaaccctgce
gggtcccata
acaccactec
cagtttctac
ctcecetggygge
cctecaccttc
ccaggacaaa
cacggcagcc
gaaagaaatc
ctgcagggag
gaatgcaggg
agccaccact
agggcagaydy
coogagecce
cacctggaac
acggcatcag
cttececeocttga
tacagcactg
gaaatcatag
cgcggggaca
agctgctata
ttoctggaget
tgeccaaaac
acagaaaatyg
tgtgcaagay
tgcagatagt
agtgtgggaa
agtttgcect
ctaaagagag
tggagccaca
taccttcagg
cagagccecty
gtgcacaaca
gaaaacaggc
caacagtgag
gtaacaaagg
coggcaaaat
atcaagaaaa
ggtatgaact
acagtacctt
ctgtgtttag

ccectecactea
cactgtggcec
gactttgggy
aagacccaoga
taagataggg
gtoectecacta
cccagaccca
tgggagagtc
tatgcaggag
cectoctggg
ggcagtggec
tgctgteect
gctgececaca
ccttectgea
gccagggago
tgccacttec
aggdgaacag
cteccageccth
cctgcagect
caggccaacc
cectetgtgec
ccctgageca
ctcectggaca
ggctcaccoa
tcctgtgeac
ggcaetocage
gctoggeact
ctoacagaca
gaacagceac
agcagtgaac
tcactggcgyg
agggcagaca
agggggctcc
ccaaaaacad
ggctcagagt
tatcagcagg
ggaggatttt
cccacagtga
gaggggctgy
gcaccagact
agaagcagct
gggatgcgygg
tccataaact
gggcacaggyg
gtgcccacasa
aatcagtgaa
cagaagcaag
ctgggcacag
caggcaatgce
ggtgtttcte
agataaacga
ggttacaggt
aaagtccaaa
gaactatctt
ggatgatcac
gagacacaca
gaaaacagca
aaaattctca
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ggacctgetyg
ccaacctoega
tetgtygcaga
ggaggtggec
gtgtcatcey
ggcctecagtc
gccageetge
tgggctcccoo
ggtcagagcc
tgaaggggtc
ccagggccac
gggaggcectyg
ctcagttcac
accgettgta
tgttccacaa
ctcteecattt
cctgtgoage
ttcteecceceyg
acaccctggt
ctgcacatgc
tacccecetge
tggcactgac
ctectgacccece
agtcticcec
agaagcaggyg
accctgatge
ccctgtaaag
geeccagooet
ggageccgcet
cggageccag
cococagaaca
ctgetgaged
tgagaaagaa
goteccacgea
cototeccac
agaactagec
gtgggggctce
cacageccca
ggggagoegta
cccoacocaga
gggaagettyg
cagagcoetga
ggtgttecaag
aaggagaagc
tgectgecatca
atggatttgce
cacaaggaasa
acactctgaa
cagctccaga
atagoccoaa
tggcaggttc
gactctgtagy
gaatactttc
cttaagggat
ataaacacag
gggttggcaa
gtitaaaattc
gtccagcact

cggggcggyac
ccaggccaca
gaggaatcac
cacttececctt
aggcaggtcce
ccggetgegy
agtgcocaay
acogoocooee
ccocatggay
tcataccrag
cctgacctgg
gactccacca
aggaagaaga
gotoccagace
agatcaaccc
gtteccocagca
cceteceectge
ctgctetice
ctecaccocag
aggcecteec
ctectectge
cgtgecactcece
getceccocctcet
atgcaggccce
agctcagccc
acgtccgeoet
acgagggatc
ctocgecagged
ggatagtaac
accataggga
cocgegtggaa
cocageacca
aggaggggayd
actccccoccag
acaccctgag
agagacagca
gtgtcactgt
ttcccaaage
tgggaagtag
catcacccca
cacaggeoce
gragggectt
atcgatgget
agccgetatc
tgggatgctt
agcacagatc
gtgcctgaty
aagectiggce
goeectecetyg
actgagaatg
atgaaatgca
ttgagttcat
aatgtgattt
aaactttcca
tggtcgttac
gtctoctaac
taaattgcaa
gttcataata
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catgagacca
ggcocttoct
agaggcccca
cotcceaget
tocatggage
gaatgcagcec
cccacattcet
cgcacaccce
tatggactta
atcceccacag
accctcagge
gaccacaggt
taagctcocag
tcegtgecte
caaaccggga
cetetgtoct
accccacacc
tgcccateeca
accectgtet
cttttectget
ccacaactcy
cacccccaca
tggacccagc
ttaccctcac
ttccacagge
gtgtctctea
caggcagcaa
tetectggea
tgagtcagty
cagagaccag
acagaacadga
gecocctgagaa
gtotecttca
gacaaaggag
tttcagacaa
agaggggact
gaggatattg
ccitgectgtaa
ggcctagggy
ctggcecadtyg
aaggaaagagy
ttgectgttte
gggagtgagc
ctacactgtc
aacagcetgat
tgaataaatt
caagggcaaa
aggaactcce
agagcctcat
aagcaaacag
aacccagaca
gacaatgctyg
cttctaaata
ctaggaaaac
ttectactggg
aagaacagaa
gaagaggaaa
gcaaagacat

gactcggoct
tcctgeocty
ggctgaggty
ggaacocace
tcecottecagy
accacaggcoa
ggagcagagc
acccacccct
gyggtetecact
cagagctggt
tcectctagee
ccagggoace
acccccaaga
ccococgaccac
cogootggaea
coctoectee
ctggggagyc
gacaaccctyg
ctececctecay
gccagagect
agctcttcct
ctgcccatge
cctgogtattc
tgceceggtta
agaaggeact
ctgcceogeac
catcatggga
agagacctge
accgacctgg
cegotgacat
cccacattce
acaccaggcea
ccagcaagta
gagccecoatg
aaacccocty
cagtgactec
tagtagtacc
acgcettccac
tggccatcaa
agcagagtaa
ctttggcggy
tgctttectyg
ccaggaggac
atctttcaay
gtagacacag
ctecagaatg
gtacagtgtg
tgcaacaaag
gggcaaagat
ccatctgaag
gccagaagga
agtaattgga
aaatttacag
tataaggaaa
gaaggaagag
caaatacatt
atgcacacag
taacccaggt

35160
35220
35280
35340
35400
35460
35520
35580
35640
35700
35760
35820
35880
35940
36000
36060
36120
36180
362490
36300
36360
36420
36480
36540
36500
36660
36720
36780
368490
36900
36960
37020
37080
37140
37200
37260
37320
37380
374490
37500
37560
37620
37680
37740
37800
37860
37920
37980
38040
381G0
38160
3gz220¢
38280
38340
38400
38460
38520
38580



tggataaata
gagacattga
Lggeactcac
gctggtacct
ccgaggacat
ccacactccc
ccteceocacage
gggaggadggy
tacatctacc
gacctcacct
dggaccttgecc
coctgggetic
tggectyggge
ctecagtagca
cacatetcag
gatgeectocg
agggacaata
cactgteocac
ggcocacagd
tttceoceccagyg
ttggagtggt
cttctgecac
gacacagcac
gggcagcadgyg
ctggagacca
caggtctgca
ttaccatttg
atgtgtggac
cctgtgeact
tcectgggtca
tecctgectgy
gaatcacctc
gggcaccctc
ggactgccecc
gacccctaaa
gactcctgea
cgcaagggtyg
tgagatcocc
tgcgtgggaa
tgactacagt
tttatgcaca
ctgcccagac
cacacatcgt
ccacaggtge
cgattcocaac
accteocctgece
ggctooeaac
caggetgcag
cectggaaaat
aggeccetaa
tggacygotgy
gcacatgccy
getgcagagy
tcceoccagtcce
cctecetgaca
ggtggataca
acaggeccct
ggctgotgtt

aacgatgaca
tgatgtatcc
ctocctgggc
gctggcaget
atacccccaa
aggccagagce
cagcagoacc
geagggacac
tcageettge
ggcctagace
tgtcctgage
acctgaccty
ttcacctgyge
ctgaggctge
ctttctgggt
tgatttgggy
cagacagata
ctaagccagyg
cteccctogyg
cectggeggta
tattataccc
agccecctecot
catgggtatg
cacaacagac
tgaaacagat
tcgectgetge
ctgccatcecyg
cctgagagec
gtccectgecc
titccaagac
cegtoectgag
ceacaggeag
ttocagggca
cagaacacaa
aggegtccca
caccctectyg
agtcagaccc
aggacgcagce
aggcctetgy
aactaccaca
cttotcoget
cctoggocte
ctgocttcaa
cctggeooct
agccaattec
aattgecctgy
aggcaggact
acagtcccoco
accactcatg
gaagtagcca
agctgggecc
gggageaccc
cctetoccagy
tgggggcoec
geceogecto
gctatggtta
gctgtgcage
ttctgeactc
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caggcaattg
ccaaagaaat
atccoccggac
cctggggect
ggacggcaca
ccgagaggga
cgtgcagggy
caggcagggt
ctgacctggg
tcacctectgy
tcagcatgatce
ggcctecatct
cteaggectco
aggggetcat
ggaggeacct
gcaatttata
tcagectgaa
ggcagaccoyg
tgececctygeta
ggtttggggt
acagtgtcac
gtggggcacc
gtggctacog
aagcccacaa
ggcecaggatt
cctecaatac
gocaacagte
cccoccatgtet
ctgtggtece
agaagacatt
tectgegect
agacaaagac
gtectcagtyg
gatggccecac
ccccctgeat
ccagacatca
tcetgeocoete
accactgtca
gcacactcag
gtgatgaacc
cagagctcte
tagggacatc
acaagggctt
tccccaccag
tggggccagy
attccecatce
cccacaccat
tcacctgeea
gagecoocay
tgcccagttc
atactgggce
agcctcetyge
gggacactgt
tggcacagcet
cagtteccagyg
ccacagtggt
cocaggeeto
teeoctetgt

cacaatgata
gactttaaag
aggctgcagy
gatgtggage
gttggtacat
cgcccatgea
ccgecatctg
tggcaccaac
cctcacctga
gcttcacctyg
tgggcctcac
gacctgggcc
atctgcacct
ccagggttgc
ggtggeccag
aacccaaaag
atggagcctc
agtgtceocccyg
cetectocagyg
gaggtctgty
agagtecate
gecogegtgeo
cagcagtgca
gtgaccaccc
atcccatagg
cagtccggat
ccagaagcece
gagtaggggc
tggcetgect
cocaggacag
ttecaaacct
cttocagaaa
atatcacagt
agggacagog
ctgcececagy
cctcagcoccee
gatggcagge
atgggggccc
gggotttttg
cagcagceaaa
caggatcaga
tLggcecatga
cagagggcte
ctgcaccada
aatcgetgta
cggttggaat
cctetgagag
ctagacaaat
ccccaggtac
tgocogggacce
acataggagc
tgaccagagyg
geatgtctygg
gtctggacce
tgtggttatt
gctgecceccata
cagctcacct
ggggaggogtt
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cagacataca
agaaaaggceca
cacactgtgt
aggcacagag
tcecggagaca
cagggaggca
gcaggcacayg
tgaaaattac
cctggacctce
agctaeggect
ctogacctggy
tcactggect
getecagdgtc
agaatgacte
ggaatataaa
gacatggcca
agggceacagyg
cagtagacct
tcagecctgg
tcactgtggt
aaaaacccat
at.gttaggat
gceedgtgacce
tgagctocctyg
tcagecagac
gaggacagygy
ctceoecteaayg
accaggaagyg
ggcectgaca
ctyggagctgy
cacccgggaa
tctetgtcte
gggaacccac
ccacagececa
gctcaaactc
teetggaagy
ggagaagatt
cagacgoecty
tgaagggtcc
aactgaccgg
agagccgggc
cagcccatgg
tgaggtgacc
ccoccgtcatg
gacaccagec
caagaggdgaca
gecogetgtgt
gcetgetgta
agctgtagag
ctocggccagy
tcaccagtyga
cccogtecceag
tccecectgagea
tctetatteco
gtcagggggt
geageaacca
gecttoteetyg
cccteagtgy

ttcagtatat
tgatatgtgg
ggcagyggcay
cegtatecec
agcaactcag
gagcccagct
agcatggget
agaagtctca
acctggecty
cacctgactt
tttcacctga
ggacctcacc
ttgctggaac
tagaacctcc
aagcctgaat
tgcagcgggt
tgggcacgga
gagagcgetg
acatcoccggy
attacgattt
cectgggaac
tttgactgag
caaacacaca
cectgeccagec
ctocagtccaa
ctggeocaca
gctgggocac
tggggctgge
cctgggecto
gagtccatca
gccaacagag
tctecececagt
atctggatcyg
gcecttecca
caggaggact
gacaggagcg
cagaaaggte
gaccagggac
tecetactgtyg
actcceaagg
ccaagggttt
gctggtgeco
tcactgatga
acagatgccc
tcettecaac
gcatccecca
tcegtaggge
gatgtcecoca
agagtctotyg
cLgacaggayg
gggcaggagea
ageocaggay
geocooecacy
ctgggaaget
gtcagactgt
ggccaagtag
gggctctcaa
gagatctgtt

38640
38700
38760
38820
38880
38940
39000
39060
39120
39180
39240
39300
39360
39420
39480
39540
39600
39660
39720
39780
39840
39900
39960
40020
40080
40140
40200
40260
40320
40380
40440
40500
40560
40620
40680
40740
40800
40860
40820
40580
41040
41100
41160
41220
41280
41340
41400
41460
41520
41580
41640
41700
41760
41820
41880
41940
42000
42060



ctcaacatcce
cgcggctaag
actgtgccta
ctcecceeget
tggctcegtco
gaccceecteo
ggataaccgg
caggorageo
ggaggacccc
cttatggttce
tgectgattyg
cttacccagyg
aatccagaat
caccaggecadg
ggtcocaccet
guggdagyggc
cggactoegec
cctacaceay
ggcagertcy
tgggtccagy
aagcaggatyg
aggccagata
cgotcocaca
catgaaggag
tgcecacgtcc
gactectgac
gggatgagga
aggtccccaa
ctegteccac
gagagcagyay
tctectgtece
gggggtccag
agcecceecice
ggcggaatgt
tcaccgraca
agcoeagece
cccgagteac
tctectggeco
ctgocggetce
acaagggcecy
cceccattgee
agtggcacct
actccaggaa
catctectgte
taggggacac
gtgcagecaca
agcccccagy
ccagectggac
agceccectte
gocaccacgg
cctggaggag
cacaccccac
ggacttaggy
ccoocageayg
ctcaggetec
cacaggtcta
aagctccaga
cgttgcecte

cacgdgectea
atagggtogg
gtggggcact
aggggctgge
cecagtteca
ttceoccagggt
gccatcccoao
catgacatcc
tcagcecceca
ccccaccetgy
gececoccagyga
acccagecet
cooccaggaag
gagygctcetgt
guctatgget
tcagggeceocc
cacctectct
agcoggcaca
guggagggagyg
atcctectet
ggagaatctyg
caaaagecace
caggatgaac
caggatatgg
Ltgceectggga
ttggacgcct
cgoocogtea
acaaaccagg
agtgacactc
aggacatgtt
acggcaccct
gaccadgdgaga
ccattgaggce
gtgecaggect
cctaaaacoga
ccacccagga
agtgggtata
acagtcggag
ccatgacecac
gogggctecgyg
cotgactgga
cocaacatcea
cagagacacc
cctecacttgg
cactgtyggge
gactttoggy
ctgaggtgge
cccatgtett
aggctcctct
goacaccagy
agcagggtge
ccacccttge
toteactcac
cgetggteac
tctagcectyg
gggcaccgec
cccccaggaec
ccecegtocac

ES 2759617 T3

ttcctgraag
cagcctggcey
ggctoeccaaa
ctgatctact
gggcgagagc
tcactygeagy
aacagagtcec
gacaacccea
ceoctgtetag
ctetggetgy
geocagaact
geeectecte
ccatcaggaa
cittgtgaac
cccacagtgy
gegggtactc
tcaccotgge
geccagtgcag
aatggaggaa
gggaccccoyg
tgegggaccc
tcagtgagec
ccagcacceag
gacccccecgat
ggaacccett
attccagaca
aggccagaaa
aagtttctga
goccaggecad
taggatctga
gecatgtect
tggygtoccget
tgacctgcece
cggtctoctgt
geccacagect
ggccccagag
actggaacta
goooogecay
gtgcacctog
cgggtecgggyg
gttgaccctt
acccecacgea
ccaataccct
ggcctgoctge
ctgacctcga
tetgggcagy
cecagygggga
ceccaagata
ccagacccca
cagcoecagge
gtctgggagy
cogggeccea
gcacctoceeco
aggtagaggo
gectgcoectge
cacactggyy
cgggacctge
ttacacacag

gaaggcecaat
gggacaggac
caacgcagtc
gcagtecetag
agatcccagyg
tgaccagggc
accecccteet
caccagagtc
aggactggdg
gacccttggy
tctctecagy
ccectotgetc
gggctygagygyg
ceagggaggt
caggctgeag
catcttggat
cacacgtcgt
acagaggetg
ggggagttca
gatcccatec
tctcacagty
ctccactgea
gaggatgtcc
acaggcacag
tctetagtcece
ccagacagay
agaccaagtt
aggtgtctgt
aaaccccatce
ggccgeaccet
gecatttotgy
ctacccagag
agagggteet
gagtgtteccy
coggageeoo
cacagggcege
ccactgtgag
agagddgagc
agccccacgg
caggggetty
ctgacaagtyg
goocaggeac
gggggacccc
ggggcgagcea
gcaggecaca
gaggaacttc
accccagcag
ggggtgccat
ctgggcctca
ccagocacec
ggctygggetce
tgcaggaggy
toctygggags
agtggceeca
tgtcoctooy
ccgoccacac
ctigctgecta
gccaggaago

86

ggatgggcaa
atcoctgetgg
cttgccaaaa
gaggetgctyg
cecggetgcayg
aggaaatgge
gotectgtacc
actygeccggt
aggacaggac
gtgtyggacag
gacceccagec
tcectetecate
aggaagtyggg
gccagectac
ggaaggacoa
gagcaetatet
ccacaccatce
gggtgcagyy
gtgaagaggc
cotecagget
gaatacctce
gtgetgggee
tgccaggggy
acctcagete
ctgcaggaoca
gggcaggccce
gocgotgagoc
gtcacagtgy
ccaagtcage
gacacccagyg
aagaacaagyg
aaggagccag
gggcccacea
ctagetgugy
tgaaggagac
ccegtoggat
asaagcetteg
agccaceeca
tgtceccccact
atggcttcecct
tcctcagaga
zaaccccaca
gaccctgatyg
cttgggagca
gacccttoce
tggeaggtca
gtggeceact
ccaaggeagy
gtecccacte
tgcagtgcce
cccacececcca
tcagagcooce
aggggtctca
gggccacccet
aggectgggce
acagetcaca
cgacttcctg
tgtteccaca

cetcacatge
ggtatctgte
tocccacgge
acctcecagaa
actgggaggc
ctgaacacag
cogcaccecce
getgoectag
acgecogtete
aaaggacget
cgagcacccoe
accccatgog
gecactgeac
tagagggtat
gggacggtygt
ctctcaccca
ctaagtccca
gggccgacty
ccococtocec
ctgggagyag
acagceggete
tgggggeage
agctcagage
cattcaggac
ggaggcagct
cccagaacca
cagcaaggga
agtatagcag
ggaatgcaga
ccagcagacy
geaggetgaa
geaggacaca
agcacaccgy
ctecacagtge
ccogoocaca
tctgaacagc
tccaaaacgy
aacccatgtt
ggataggagy
tctgcegtgyg
gtcagggatc
tecagggeea
actccegteeo
aactcaggct
tcectgeectyg
ccaagcacag
accectteoctce
tccteocatgg
taggaatgca
aageccacac
cccccaccty
catgggatat
Ltygcccagatc
gacctggecee
tccaccagac
ggaagaagat
ccceagaccet
cagaccaacc

42120
42180
42240
42300
42360
42420
42480
42540
42600
42660
42720
42780
42840
42900
42960
43020
43080
43140
43200
43260
43320
43380
43440
43500
43560
43620
43680
43740
43800
43860
43920
43980
44040
44100
44160
44220
44280
44340
44400
44460
44520
44580
44640
44700
44760
44820
44880
44940
45000
45060
45120
45180
45240
45300
45360
45420
45480
45540



ccagacygggyg
gcctetgtge
cagtccacac
ctccagecect
cotacagecc
caggccaaco
gcetgtgece
cctgagggat
tcectggocac
ccttacceaa
cagectcocoetg
aaatcggect
gggaggcteg
cagggctacc
cccagtcaac
ttgoecagacc
agacactgac
gacccacagt
asggaaacacc
cttcaccagce
aggaggagcc
gacaaaaaca
gggctcagty
tattgtacta
tgcaaacgcea
aggggtgtec
ccagogagea
ggaaagaget
gotgtttetyg
gagtgagccc
geactgteoat
cagctgatgt
aataaatict
aggacaaagt
cctggcagga
ccectgagage
gagcaaagca
atgcaaaccce
tcatgacaat
atttcttcta
cecagttaga
ttacttctoc
taacaagaac
gcaagaagag
aatagcaaag
gatacagaca
aaagagataa
caggctcact
gagcaagoge
caactcagcec
goocageace
tggagtgcetga
acgcotcaca
taacctgggce
tacctgacct
aactcacctyg
ctgggcctca
tggectgggce

accacctgge
ttocteocte
cctggggaga
ttctecooceg
ccacceagtt
ctacacctgc
acccecegtge
ggcattgacc
Lccageccoca
gtctttcecca
tgcacagaag
ccagecgectt
geacteeccte
agacatcoca
ggagtctaac
tggaggcagg
atcceaagee
cccacctgga
aggcaacage
aggcgcttoc
ccttgtteocag
ccotggaatyg
acacccgeadg
atggtgtatg
ttccacttct
atcaatgecc
gagtaaacag
ttggegygygty
ctttectgtyg
adggaggacay
ctttcogaaag
agacacagct
ccagaatgtg
tcagtgggca
actccectgtyg
cteatgggea
aacgtcocatc
agacagccac
gctgagtaat
aataaaattt
aaaccataaa
tggggaagga
dgaacgaata
gaaaatgcac
acattaaccc
tatatttagt
agggctgatyg
gtgeagcagyg
agggccatat
acactecceca
tcococgeageca
gaggagagyc
catccacctce
ttcacctgac
gggcctcaac
gocttggett
cctgacotgy
Ltcacetgac

ES 2759617 T3

actcaggtca
ctccttectt
cceogaccety
ctgctcttge
ctctacctag
aggoectcooc
tcetogctgeo
gtgecctoge
cteceotete
tgcaggecty
cagggagete
gacacacgte
taaagacgag
gtcctctecac
accaaacctc
gagagcagtga
actcactggt
ccagggcaga
atcagaggag
cttgaccgaa
cactgggctc
cacagtctca
ggacaggagy
ctatacccac
ggggctgagy
aaaacgcacc
daaatgagaa
tgtaagagyy
cagagagttc
cgtgggaaga
tttgcettgt
aaagagagaa
gagcagcaca
cctteaggea
acaaagcaga
aagatgtgca
tgaaggagaa
aagcacaaaa
tggagtaaca
acaccctgea
gaaaaccaag
agagggtatg
cattacadgta
acagttgtgt
aggteggata
atatgagaca
tgtggtggca
gcaggooggt
atcccocggagg
ggcagagecc
gcaccacctg
agggacacca
agoctececet
cbtggectca
tcacctgaac
cccectgacct
acctcatctyg
ctggacctca

ctgacattto
cgggggagca
cagcccacac
cacccaccaa
accegtette
ctccactgece
cacagctcga
acccacacac
aggcctgget
ggcccttace
agecctteca
tgoctgtgte
ggatcocaggce
aggectetoo
cctggaggac
goccgagoce
ggtcccacaa
gactygctgag
gctotggcag
gacaggatcc
agagtcctcet
gcaggagagc
attttgtggg
agtgacacag
ggctggdgga
agactecect
gcaagetggy
gatgcgggca
cataaactgg
gcacagggaa
gcccacactg
tcagtgagat
gaagcaagca
ttgctgctag
accctcagge
caacaggtgt
caggcaaata
gtacagggtt
aagtasacte
aaatgaactyg
aaaaggatga
aactgagata
ccttgaaaac
ttagaaaatt
aataagcgat
tcgatgatgt
ttcacctececo
acctgetgge
acggcacagt
gagagggacyg
cgcacgggec
ggcagggtga
gacctggacc
coctgacttgg
gtctcctgac
ggacctcatc
goecetggacct
cetggectoyg
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cttctcecatt
ccctgtgcag
cetggggaga
gacagcectg
ctocctctaa
aaagacocte
gctettocte
tgeocatgoo
ctggtattte
ctcactgecece
caggcaygaay
tctcactgec
agcagcatca
tgggaagaga
gatgggtagt
acaccatagg
caccccatgg
acccagecace
aacagaggag
atgcaactaoc
ccaagacacc
cagccagage
ggctegtgto
ccecattece
gcgtctggga
ccatacatca
gaagcttgca
gagcctgage
tgttegagat
ggaggagcayg
ctgcatcatg
ggatttgeag
cacagaaagt
geacagacac
aatgcecagee
ttctecatage
aacgatggca
ataagcgact
caaaaaatac
tettettaag
tcacataaac
cacagogtgy
agcagttaaa
ctcagtccag
gacacaggca
atccccaaat
tgggatccce
agttecctggg
cagtgaattc
coccacgcaca
accaccttge
geacccagag
tcactggcct
acctogectyg
ctgggtttaa
tggecetguge
cacctggect
ggcctcecaccet

cacttccaat
ctcoteectyg
cctgaccctc
gggtcctgtce
acacctctecc
agtttctecct
tcctagggec
ctcacattoe
tgggacaaag
ggttacaggy
gractgaaadg
cgcacctgca
caggagaatg
cctgaagacg
aacggagtca
gccagaggac
aaagaggaca
agaaccaacc
gggaggtcte
cocaggacaa
cagadgtttca
cagcaagaty
actgtgagga
aaagccecctac
aatagggctc
cacccaccag
caggccoccaa
agggectttt
caatggetgg
ccgetatect
ggatgcttaa
cacagatctg
gectgatgea
tctgaaaage
ccadgagooct
coccasactga
ggttcatgaa
ctggttgagt
tttcaatgtyg
gogatacattt
acagtggtgy
gcaagtctee
c¢ttotaaatt
cactgttcat
attgcacaat
aaacgacttt
ggacaggttg
gectgatgty
cagagagaag
gggaggceaga
aggcacagag
aaaactgcag
gggcctcact
tcececaagett
cetgtoctgyg
tteacctgyge
ggacttcacc
gcacctgcte

45600
45660
45720
45780
45840
45900
45960
46020
46080
46140
46200
46260
46320
46380
46440
46500
46560
46620
46680
46740
46800
46860
46920
46980
47040
47100
47160
47220
47280
47340
47400
47460
47520
47580
47640
47700
47760
47820
47880
47940
48000
48060
48120
48180
48240
48300
48360
48420
48480
48540
48600
48660
48720
48780
48840
48300
48960
49020



caggtcttge
tgactctaga
atataaaaat
acatggcecat
gacacaggtyg
gcagacctga
agcoctggac
actgtggtat
aaacccatge
ggtcagcccce
tgteactgtyg
Ccaaaaaccc
ccatgttagg
cagccectgtga
gctgggcteco
ggtcatccayg
aatgggacag
ccocteocto
caccaggagy
tggoecetgac
agccggagcet
ctcaccggyg
aaatccctge
agcggectga
cagggeoctge
ctgtgtgact
caggggetgt
gatttgtgeg
cactgoacac
tgaccacagyg
cecegatteca
gtacctcectg
caggctcceca
gggccaggcec
cccacctgga
ctcgaggecce
ggagtggacy
gagagcacat
ggaggctgea
cacgtaccca
agctectect
ctgtggtgga
caagtagaca
ctctcaaggce
ctgtgctcca
tccegeoctyg
cccattgtygy
tgtaccatec
ctatgatect
accacccggc
grtacceccggce
cctacaggag
agacctectte
tcaagggctyg
gcagacggct
agcotctgaca
tggaatcctyg
ggcgagagoa

tggagcctga
agtctccecac
ctccagaaty
gdgggtgagta
ggcacggaca
gagcgctggy
atcecagett
tacgatattt
ctggaagctt
ggacatcceg
gtattactat
atccctggga
attttgatcg
cccaaacccy
agcctgocag
atctggetoee
ggacggectc
aaggetggge
gaggggctyy
acctgagect
gggogteget
aagccaacag
ctectectecoc
gatcoccagg
gtgggaaagyg
acagtaacta
gtgcacgect
cagaccctea
catcttoecte
tgacctggec
acagccaatt
ccaattgect
acaggcagga
ctggacagtt
asagaccact
ctaagaagga
ctggagetgyg
gececggggagc
gaggcctctc
gtectggggyg
gacagcceceg
tatagtggct
ggccectget
tgctgtectgt
gggcagggat
agaggtgeag
gcatttgaga
cacagecogyg
catccectcca
ceoccotggaaa
agtacctggce
gatccggecoc
cagtaccacc
ggcctgccag
gtggacagga
aaaacygcaga
ctgtectagg
gatcccaggce
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gtagcactga
atctgacctt
atgactotgt
gggacatagg
ctatccacat
cccacagect
tcceccaggec
tgactggtta
ccocgeocacag
ggtttccecca
ggttcgggga
gecctecegen
aggagacagce
cagggcagea
coctggagat
gaggggtotyg
acagcaccat
acatgtgtgg
ccotgtgeac
ctecctgggtc
catcctgoce
aggactagee
agtggacacc
acgcagcacc
cctetyggecea
ccatagtgat
cagcttggag
gcctectagog
caaatagggg
cttececoctgee
cotgggacee
ggattcoccat
ctoacgcaca
cocotcacot
cgtggageee
gecatgecca
gcccacactyg
acccagcectc
cagggagaca
ccecctggoto
ccteoccagtte
acgattacca
gogeageecc
cetetggecee
gattgagata
gragcaccac
gtgctgtgcce
gteoccacggg
gcagcatccce
tgaggctgty
tgcagggat.c
cacccaggcec
agcagcteag
aaacacagea
catattgectg
ccctgccaaa
aggctgctga
aggctgtagy

gggtgcagaa
tctgggtgga
gatttgtggg
gacagatgcc
aagcgaggga
cecocteagay
tggeggtagy
ttataaccac
ccotocccat
ggetgggcay
gttattataa
acageectee
accatgggta
ggcacgatgg
catgaaacag
catcgetgot
ctgctgecat
acactgagag
tgtccetgec
atttecaaga
ggcegtectyg
tceceacattce
ctctteccagg
goctgtcaata
cactcgggct
gaacccagtyg
ctctecagga
acacctgggt
cttcagaggy
agctatacca
tgaatagetg
cctyggetgga
ccctoctcectyg
gccactagag
ccagecccocag
gttctgcecgyg
ggccacatag
ctgctgacca
ctogtgcatgt
agctgtetgg
caggtgtggt
cagbggtgec
aggcatccac
tctgtgggga
gaaatcaaag
ggagccacdg
ccoggeagygce
cagogggeac
cteccacagtyg
agcoocagaca
agcceagagat
actecgattaa
cttctcaggy
cccectocctag
gggcatttct
atcceccactyg
cctacaggat
ctgggaggcc
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gctcatcoocay
ggcagctggt
caacttatga
agectgaggt
tagaccogayg
ccetgetgec
tttagaatga
agtgtcacag
ggggeoctge
taggtttggg
ccacagtgtc
ctgcagggga
tggtggctac
acaggeocegt
atggccaagy
gecocteccaa
caggccagoey
cccteatate
cctgtggtcee
cagaggacat
agtcctgetce
agagacaaag
acagtcetca
ggggooaecaa
ttttgtgaag
gcaaaaactyg
gcacaagage
catctcagec
ctetgaggtg
gaccctgtet
tagacaccag
atcaagaadgg
agaggcoget
aaacacctgc
gtacagctgt
gacactogge
gagctcacca
gaggccogte
ctggtaccta
gcoctocetyg
tattgtcagg
gcceatagca
ttecacetgot
gggttcccta
goLggcaggy
agtcacagag
ccagecectga
agaagctgec
gggaaactga
gtgggcccag
gccaaaccct
tgctcaacce
cctecatooct
ccetggetaa
cactgtcact
cetecogeta
gactcogtec
acccctgecc

ggttggggaa
ggccctggga
acccgaaagy
ggagectcag
tgtceccaca
tootoegyte
ggtctgtgte
agtccatcaa
tgcotbectea
gtygaggtctyg
acagagtcca
ceggtacagtyg
cacagcagtyg
gactgaccac
tcaccctaca
cgccagtoca
atcccagaag
tgagtacogy
ctggceetgcec
tectggggac
atttecagac
aaccttccag
gtggcatcac
atgcctggac
ggccctectyg
gctggaaacce
cgggeccaay
togggctagty
acctecactca
tgacagatgce
cotcattcecea
cagcatecoge
gtgttecgea
cattgtcgte
agagacagtc
caggccgaca
gtgagggcayg
ccagagooca
agcagececco
ctecctggga
cgatgtcaga
geaaccagge
tcteoctgogy
agtgggaggt
aaaggcagcect
ccacggagee
tggggaagee
aggttgtect
ggcttggage
agcactgtga
gagtgaccag
cctgeectgg
gcaaggaagyg
gacaggagtgg
tctgggtggt
ggggctggec
ccagttecag
ttgecegaygut

435080
49140
49200
492¢0
49320
49380
49440
49500
49560
49620
49680
49740
49800
49860
49920
49980
50040
50100
50160
50220
50280
50340
50400
50460
50520
50580
50640
507C0
50760
50820
50880
50240
51000
51060
51120
51180
51240
51300
51360
51420
51480
51540
51600
51660
51720
51780
51840
51900
51960
52020
52080
52140
52200
52260
52320
52380
52440
52500



tgaatgcagy
accagagtge
aacaactggg
tcetgccagy
cagatgtcag
geccteotgeayg
agaggcgcag
aaggggtgtt
tctgtgtcac
accccattec
tgcacctgac
tttetgcaag
acaccaagga
agagteoctgyg
gtgttccget
Jgagoceacy
cagggcgeac
actgtcagasa
agggcaygcadq
ccccacagtyg
ggggcttgat
gacaagtgtc
acaggcacaa
gggaccccga
accctgeete
gactitggget
tectttoctg
ccaagoacag
cecttectec
gcteccttgga
ggggatgaay
agcacacact
ceccacctgea
atggggtatg
gcccaggtte
acctggtecc
ccaccagacce
agaagataag
cagacctggg
aacaacccda
tcccagogee
ctgcageoeca
ttactgccea
ccagacccecct
tgtectecttc
ctgoccacaa
cteococaccac
ctcaggccaa
ctgggotett
cteageocctt
gtecgeccgt
aagggatoca
cacaggecete
atagtaactyg
catagggaca
cctaggaaac
cagcaccagce
gaggggagat

tgccecaaggce
goccoctteet
cctgggtggc
gggagctaag
ctocecatccag
gtocgggagge
gcocooocaga
gagaoocagea
agtggggtat
aagtcagegy
acceaggoea
atcaggggeg
ggagttagygc
gcocacceea
agctgggget
caggagaccc
cgteggattce
tagctacgtc
ccactcectgat
tceccactgg
cgcatectic
ctcagagada
accccacate
ccectgatgac
tgcctetgte
taggggacac
gggcagcaca
aggccacagy
cagctggacc
gecccattca
ccaccacaayg
chggagcaga
caccccacec
gacttagggt
acacageagce
tgaggttoect
acaggtccag
ctocagacece
cgeccteooce
aaccaggacec
totgtectece
caccctgggg
cocagaaaac
gtgtatcact
tgtogctaga
ctctaactct
ccacagacea
gcectggtat
gccctecactt
ccacaggoay
gtctctcact
ggcagcagca
tcctgggaag
agtcaatgac
gagaccagcc
ataacacacc
cccaagaaadc
ctoctteace
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aggaaatggc
getetgeace
agcogcacee
agccatgaag
gaccacccay
agctgacccce
accagggttyg
agggaagdcc
agcagcagct
aagcagagad
gcagacgtct
gcctgagggg
aggtcccgag
cacaccgggy
cacagtgectc
cgeceacaaq
cgaagagece
aaaaactgtc
ccecatgtect
atgggaggac
tgcegtgget
caggcatcac
cagagccaac
tteoccactayg
cctcactcag
cagtgtgacc
gactttgggg
ctgaggtgge
ceatgtecte
gactccteoe
cacaccagygc
geagggtgcc
acccctgeoc
ctecactcacy
gcectgtegea
gcagceocagy
ggcaccgggt
ccagggecayg
cgtccactta
geectggeact
ctggttoctc
agacccaacg
tctggggtce
ccagacaccc
gcctecagttt
tettctectyg
tgacctcace
Ltaecaggaca
cccggttaca
aaggecactga
gccegeacct
tcacgggaga
agacctgcay
cgacctggay
gctgacateoe
cacagoccca
accaggcaac
atcaaatget

atgagcacay
ctgcacccee
agacaggaca
gagcaagata
cccacaccct
tgacttggac
agggacgcce
cocaaacaga
gogtaccacayg
agcaggdagyg
cocctoecagg
gggtcetaggg
cactectecce
cggaatgtgt
accccacacce
cccagceocco
cgagtcacayg
cagtggeeac
gcoggeteee
aagagetygy
ccagtgecce
cggogeetoco
toccaggagca
gattcgeegt
gacctgetyge
ccgaccttga
tctgggecag
cctggaaaga
cccaagataa
tggaccecac
agcocaggce
tetgggaggy
ageggetetg
tggotoccat
agtggadggca
ctgeectget
gcaggageea
aacctgectt
cacacaggcc
caggtggcty
cttcggggga
ctgcctaggy
tgtoccctgea
ctoccaggca
ctecoooctyg
gageeectga
ttcctectgy
aaggctcacc
cgggagecctc
aagaaatcgg
gcagdggaggc
atgcagggct
ccaccaccaa
dJgcagggdaad
cgagetecte
cctggaacag
agtatcagag
tcecocttgacco
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ggatgaccygyg
caggocagee
gacccageac
tggggcoooac
gagagdaacyg
ccoctatteca
cgtcaaagcco
ccaggaggtt
tgacactcac
acacgtttag
gcaccccacc
tgaggagatyg
attgaggectyg
gecaggoctecg
taaaatgagc
acccaggagg
cggygtataac
tgccggagge
atgaccocca
gattccggocyg
tggctggagt
caacatcaac
gagacacccc
agagtccacce
cgggcegaggce
ccaggacgea
gaggaacttc
cctecaggag
gggtgccate
tgggectcecag
cagccacect
gctgagetceco
caggagggtc
catgagtgaa
gaggeccgag
gtcecctggga
coccacacaca
cotgctactyg
aggaagetgt
ccattteett
acagectgtyg
cccttecaac
gtcocctaccece
aaccctgcac
tgecccacacc
geccatggeat
ccactcegac
caagtctttc
ctgtgcacag
cctecageac
teegeactco
cccagacate
acagccacayg
cagtgagecy
aatggtggce
ggcagagact
ggggcteecy
aaaaacagygg

gacatgccoce
cacgacgtcc
cctgaggagyg
gatacaggca
Letgtoteca
gacaccagac
agacaaaacac
tctgaagoty
ccagccagaa
gatctgagac
ctgtecctgea
ggtccececctgt
acctgceccag
gtctetgtag
cacagectec
ccecagaget
cggaaccacca
coocgecagag
gcacgcggayg
ggtoegygyggca
tgaccettoet
cccaggeagce
aataccctgg
aggaccaaag
cttgggagca
gaccttteet
tggcaggteyg
gtggceactc
caaggcaggt
teccagetot
gecagtgcoca
cocacoccace
agagccccadc
ggggectcaa
ggccaccctg
ggcetggget
gctcacagga
cttcocctgecece
tLoccacacag
ctecatttge
cagecagteoc
ceLgetgorne
tggtetocac
ctgraggocec
ctaccteccta
tgaccctgeo
cccgeccect
ccaggcaggce
aagcagggayd
cttgacacac
ctctasagac
ccagtectet
aggctgetygy
gagcccatac
ccataacaca
gctgagecceceo
agaaagagag
Lccacgceaac

52560
52620
52680
52740
52800
52860
52920
52980
53040
53100
53160
53220
5328¢C
53340
53400
53460
53520
53580
53640
53700
53760
53820
532880
53940
54000
54060
54120
54180
54240
54300
54360
54420
54480
54540
54600
54660
54720
54780
54840
54900
54960
55020
55080
55140
552G0
55260
55320
55380
55440
55500
55560
55620
55680
55740
55800
55860
55520
55980



tcceecagga
accctgagtt
agccagcaaa
gtcactgtga
cccaaagccc
gaagtagggt
caccocacca
gogoooccaagy
ggocttttge
gtggctggga
cogoetatect
ggatgcttaa
catagatctg
gcctgatgcea
tctgaaaage
ccagagecect
ctcaaactga
tcatgcaatg
ggttgagttc
ttaatgtgat
ataaactttc
agttgtggtt
aagtctccaa
tctaaatege
ctattcataa
tgcacaatga
atgactttaa
caggttgcag
tgatgtggag
agagaagcag
aggcagagcec
cacagagtgg
actgcagaag
acctcacctg
ctggacctca
gtagcactga
atctgacctt
gtgootoacot
gggacatagg
ctatccacat
ccecacagecet
tceecaggec
tttgggggay
gcecocLooocy
atgggtatgg
acaatggaca
gaaacagaty
cgetgoctgec
ctgotgtoca
ccetgagagea
gtceectgeac
tttectaagat
gcogtoctga
cacacagtca
tcttecagga
cccagaacac
aaaggcegtoec
catacectee

caaaggagga
tcagacaaca
agggacctag
ggatattgta
tactgcaaac
ceaggggtgt
gecagegagce
aaagagettt
tgtttctget
atgagecccag
acactgtcat
gagctgatgt
aataaactct
aggacaaagt
cttggragga
coctgagage
gaacagagea
caaacccaga
atgacaatgc
ttcttctaaa
cectggaaaa
acttctacty
gcaagcacag
aagaacagga
tagcaaagac
tacagacata
adagaaaagy
geacactgtyg
caagoegeagy
ctcagcecaca
cagctectec
gtgctgagay
cctcacacat
gcctgggect
cctggectec
ggctgcagaa
tetbggatgga
gatttgggog
gacagatgcc
aagcgaggga
ccecteggto
agatggtagy
ttatcgttat
caggggaccy
tggctaccac
ggcctgtgag
gecaaggtea
ctetaacace
ceecagtggtoe
ccccatgtea
ccatggtccc
agaagacatt
gtcectgettyg
gagacaaaga
cattoctogg
aagatggoca
cacceoctge
agccagacat

ES 2759617 T3

gocococctata
accogetgga
gtgacaccag
gtggtggtay
acacccacte
ctatcaatgt
agggtaaaca
ggcgggtgty
ttcectgtgea
gagggcagtc
ctttcaaaag
agacacagct
ccagaatgtg
tcagtgggea
roctoecctgeg
gtecatgggga
aacgtccatc
cagccaggagyg
tgagtaattyg
taaaatttac
actacaagga
gddgaaggaay
aacgeataca
aaatgeacac
attaacccag
catttagtac
cetgatgtgt
tggeagggca
gectgtatace
ctgoccagge
acagccacca
gaggggcagy
ccacctcage
cacctgacct
ggcotcacct
gcteatccayg
ggcatectggt
caatttatga
agcctgaggt
cagacccegag
cectgectgog
tttgaagtga
acccacagaea
cogegtgeca
agcagtgeaqg
Lgaccatgct
ccccacagtt
agcccagatyg
ccagaagccc
gagtagggygc
tcgectgeet
cccggggaca
tttecagacce
accttccaga
togeatecaca
atggggacag
acctgecccea
cacctecageo

cageactggg
atgcacagtc
tagggacagy
ctgctactce
ctggggctyga
ccaaaatgca
gaaaatgaga
caagagddda
gagagttoca
tgtgggaaga
tttgcottgt
aaagagagaa
gagcagtaca
ccttcaggeca
acasagcaga
aagatgtgca
tgaagaacag
acaacagtag
gagtaacaga
accaggcaaa
aaattaagaa
agggtatgag
ttacagtacc
agctgtgttt
gttggataaa
atgagacatc
ggtggcactc
ggctggtaca
cccaaggatyg
agageccgayg
ccacctgtge
gacaccagga
ctceectgac
ggacctcacc
geacctgete
ggttggggaa
ggcecctggga
acccgaaagg
ggagccteag
tgticcectgea
toctecaggte
ggtctgtgteo
tcacacggtc
tgttacgatt
cccatgaccce
gggctccage
cagccagaca
gggacaaggc
ctcoceteaty
agcagaaggg
ggcectgaca
geeggagoty
Lcaccaggga
aatccctgte
graggcaccce
ccocacaace
gggctaaaaa
cecotoctgga
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ctcagagtcce
tcagcaggag
aggatttigt
cacagtgaca
gyggctygggy
ccagactecco
ggctctggga
tgcaggcaga
taaactggty
gcacagggaa
gaccacacta
tcagtgagat
gaagcaaaca
ttgctgectgg
accctecagge
gaacagctga
tcaaataagc
agggctacag
ggaaagceeea
atgaactgtc
aacgatgatc
ctgagacaca
ttgaatacag
agaaaattct
taaatgatga
gatgatgtat
acctecectygy
tgctggcage
geacagtcag
agggacygccce
acgggecace
agggtgagea
ctggacctca
tggectggge
caggtecttge
tgactetgga
atataaaaag
acatggoecat
gacacagttg
gtagacctga
ageccocctggac
actgtggtat
catcagaaac
ttgatcgagyg
aaacacacag
cagocagoece
tggotecgtyg
caacoocaca
gctgagocac
cggggetggce
ccectgagecte
ggcgtogete
agccaacaga
tcactecceca
acatctggat
caggoectice
tecaggaggo
ggggacagga

Lctctgagac
aacagaccaa
gggggetegt
cagacccatt
gagcgtctagg
cgccaaacac
agcttgcaca
gcctgageag
ttcaagatca
ggaggageag
ttgcatcaty
gaatttgcag
cacagaaagt
gcacagacac
aatgccagce
ttatcataga
aatggtaggt
gcggetttge
zaaaatactt
ttcttaaggg
acataaacac
cagagtcgge
cagttaaact
cagtccagca
cacaggcaat
cococaaagaa
gatccoocgga
tectggogeco
tgaattccag
acgtacaggy
accttgcagg
cccagagaaa
cctggtetgy
ttcacctgac
tggaacctga
actcteccac
ccccagaatg
ggggtgggta
gacgcggaca
gagegcetgug
atcoogggtt
tatgattacg
ccatgecaca
acacagecgec
ggcagcaggc
cogagaccat
gggtctgeat
ttaccatctc
atgtgtgaac
cctgtgeact
ttctgagtca
atcceogoocy
ggactcacct
gtgggcacct
caggacggec
cagacceceta
ttgactecoceg
geocogggagy

56040
56100
56160
56220
56280
56340
56400
56460
56520
56580
56640
56700
56760
56820
56880
56940
57000
57060
57120
57180
57240
57300
57360
57420
57480
57540
576G0
57660
57720
57780
57840
57200
57360
58020
58080
58140
58200
58260
58320
58380
58440
58560
58560
58620
58680
58740
58800
58860
58920
58980
59040
59100
59160
59220
59280
59340
59400
59460



gtgagtcaga
cccaggacgce
gaaaggccgc
ggtgactacc
acacttctca
gacccectegyge
catctgctee
gcectggeed
acagccaatt
ccaattgecet
acaggcagga
ctggacagtt
aaagaccact
ctaagaagga
ctggagetgg
gceggdgade
gaggcetcetc
gtcotggygy
gacagoceoy
tacagctaty
ccctgetgty
tgttgtctgt
atcccagggc
taagataggy
gectagtggy
ctgetagggy
cegtccocayg
cctecttece
actgcegecat
cagtccacga
ccocteagec
tggttecoecce
taattggecec
ccecaggaccc
cggtatcecec
ggcadgaggco
accotgeetyg
agggctcagy
teeogeccac
acaccagage
agcttogggy
gtccaggatc
caggatggga
ccagacccaa
ctcccacaga
tgaaagagca
cogggaccca
cggacoccac
gatcocgtcaa
agacgaggayg
cagtgacact
aggacacgtt
agggcacect
geccaggegat
cattgagget
tgcaggeococc
ctaaagcgag
tgcccccace

cccacctgec
agcaccactg
tgggcacact
acagtgatga
gecttggaget
ctetagggac
aaacaggggc
ctteecoogec
cetggogece
ggattecacat
cteoceggeaca
ccoceteacet
cgtggageee
gcecatgegea
gcccacactyg
acccagectce
cagggggaca
cceetggeac
ccteecagtte
gttaccacag
cagecccagd
actctgecoct
ctcatgtctg
tgggcagecet
gcactggete
ctggecotgat
ttccagggeg
agggttcact
ccccgaacag
fdaaccagggc
ccoacccotgt
acctgectee
ccaggaacoo
agcectgeooo
aggaagecat
tccgtettey
gggctoccac
gecectgeggy
ctectecteca
cagcaaagcc
agggaaggat
ctectetggyg
gaatctgtge
aagecoctea
ggacagaccc
ggatatygyggy
ccatgggagy
tccagacace
ggcagacaaqy
gtttctgaag
cgccaggeca
taggatctga
ccaccgteet
aggtccectce
gacctgocca
agtectetgtyg
coocagecte
caggaggocc
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ctegatggca
tcaatggoog
caggggettt
aactagcage
ctcoaggacce
accctggccea
ttcagagggc
agctacacoy
agaattgctyg
cctggetgga
ccetectetyg
gccactagag
ccagcccocag
gttetgeogy
ggccacatag
ctgctgacca
ctgtgecatgt
agctgtetgy
caggtgtggt
tggtgectgee
ccteccactte
ctgtogggay
cacggaaggc
gacdggggac
ccaaacaacyg
ctectgragst
agagcagatc
ggaggtgacc
agtcageccc
cccacatcag
ctagaggact
ggccgggacc
agaacttctc
ctecteocect
caggaagyggc
tgaacccagy
cglggcaggce
tgctocteca
ccotyggetge
agtgecagaca
ggagggagygy
acccceggat
gggaccctct
gtgagccctco
agcaccccga
tceccogatac
aacacctgtc
agacagaddgg
accaagggge
ctgtetgtat
gaaacecogt
ggoeogeacct
gogtttette
taccccaagy
gacgggecty
ggtgttcececge
cagagccoeoed
cagagctcag

ggcggggaag
ccceccagacgo
ttgtgaagge
aaaaactggce
agaagagtca
Lcacagogga
tctgaggtoa
aaccctgtee
tagacaccag
atcaagagygy
agaggcoget
aaacacctgc
gtacagctgt
gaccctcggo
gagctcacca
gaggccogte
ctggtcccectyg
accctcectg
tattgtcagyg
catagcagca
acctgettct
ggtteocectea
caatggatgyg
agtacatact
cagtcctege
cctaggaggc
ccaggccggc
aaggtaggaa
ctcectgetet
agtcactgcc
tggggggaca
cbtggggtgt
tcecagggace
ctgchbotect
tgaaggagga
gaagtgccayg
tgecggggaay
tctteggtga
acgtcttececa
aaggctgggy
gaggtcagty
cocatoecct
cacagtggaa
cactgoagtc
agaagtcectyg
aggcacagac
tcecgggttgt
gcaggccoececco
actgacccca
cacagtgggy
cccaagteag
gacacccagg
aagaataggg
aggagcecadg
ggeecaceca
tagcetggggce
taagcattce
ggcgectyggt
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attcagaaay
ctggaccagy
ccetectact
cggacaceca
ggtctgaggy
tgggetggtyg
cttcactecat
caacagctge
cgtogticeca
cageatcege
gtgttcegea
cattgtegte
agagagactc
caggcogaca
gtgagggcay
ccagagcoca
agcagcccaec
ttcecetggga
gggtgtcaga
accaggccaa
cotggggete
gtgggaggtce
gcaacctceac
getggggtoat
caaaatcccc
tgctgacete
tgcagactgg
atggcecttaa
gtacceegea
tggcccggec
ggacacaggc
ggacagaaag
ccagceogayg
ctecatcacce
agcggggceey
cctoctagag
gaccagggac
geeteccoet
caccatcctyg
tgcaggggag
aagaggccoc
cctggetetyg
tatceccaca
ctgggeectgy
ccagggggayg
ctcagetcca
gaggtagcety
caasaccagy
gcaagggaad
tatagcagtyg
cggaagcaga
goageagacy
gcggcctgag
caggacccga
acacaccggg
cocecagtget
cogoocagoa
cggattotga

gectgagatce
gectgogtygyg
gtgtgactac
gggaccatgce
tttgtageca
ccccacatgce
gaccacaggt
cccagticca
gcacctectyg
caggctcoccca
gggccaggec
cccaccectgga
ccocgadggat
ggagtggaca
gagagcacat
ggaggctgea
cacgteccca
agetecteoct
ctgtggtgga
gtagacaggc
tcaaggtcac
tgttctcaac
atgcocgcggce
ctgtcactgt
acagcctecc
cagaatgtct
gaggcocacce
cacagdgatg
ccoeocaggce
ctggggeygga
cctetectta
gacacctgcc
cacccectta
catgggaatc
tgcaccaccyg
ggtatggtcce
ggtgtaggggg
tcacccaccy
agtectacet
ctgccaggyc
ctteceectygy
ggagdgagaay
gcggctecagy
gtagcagccc
ctcagagcca
tccaggecca
goctetgtet
gttgagggat
gotcocccaaac
getggtacca
gagagcagygd
Loerocoetec
ggggtccagyg
geaccygeed
gcggaatgtyg
caccceccacac
goocagoocc
acagccccga

58520
58580
53640
58700
58760
59820
59880
59240
60000
60060
60120
60180
60240
60300
60360
6G420
60480
G540
60600
60660
60720
60780
60840
60900
60960
61020
61080
61140
61200
61260
61320
61380
61440
61500
61560
61620
61680
61740
61800
61860
61920
€1980
62040
62100
62160
62220
62280
62340
62400
62460
62520
£2580
62640
62700
62760
62820
62880
62940



gtcacagtgg
tggcagcagt
ggttoccaty
gggctaggogy
attgcoctetg
gcacctcceca
caggagcaga
tcecgeoococag
ctceoctgeagg
aactttgatg
tgggcaggga
caagaaggcc
caagataggg
gacoccacty
cooaggecca
Lgggagyggc
ccagacccete
tgcecteoect
ggaggcagty
cactgcogtt
ggagccaccc
goetteotge
aocgggactyg
ctgtgctecce
ggagacceea
cecctgggtac
tctaaacacc
agcctcaggt
tteectetect
catgccatca
ctggtatttc
gectggttac
gaaggcacty
tgcoctgcace
atcacgggag
gagacctgca
cecgacctggsa
cgctaacatc
ccacagtccc
cactaggcaa
catcaaatgce
agcccoaotgt
aaccogetgy
cggtgacace
catattgtgg
gcaaacgcac
gggtgtceat
gtgagcagag
gagctttgge
ttctgetttce
agcccaggag
gtcatctttt
gatgtagaca
atocteocaga
aaagttcagt
caggaactge
agaacctcat
tggacaaagc

gtataactgg
cggaggcooo
acccccagea
ctcoggtggt
gctggagttyg
atatcaaccc
gacaccccaa
agtctaccag
gocgagegott
aggacactga
agaactacty
ctcaggagyt
gtgecatcca
gacctcagtc
geccaccctge
taacctcecce
tgcaggagygy
cctgggagaa
gecocaggga
cotgggaagco
acacacagcet
caccacttac
cctggeacta
tccttotoggy
cectgocteg
gtgaccctgo
cctoccaggoe
tttectaccet
ggagcceittyg
ccttectoet
caggacaaaq
acgagagect
aaagaaatca
tgcagggagy
aatgcagggc
gccaccactg
gggcagggga
ccgagoeocct
acctggaaca
cageatcaga
tteccttgac
acagcactgyg
aatgcacagt
agtctoctgt
tggtgactgce
ccactcetgg
caatgcccaa
taaacagaaa
aggtgtgcaa
ctgtgcagay
gacagtgtgg
gaaagttotge
cagctaaaga
atgtggagca
gggcaccttc
ctgtgacaaa
gggcaaagat
aaacgtcocat
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aacgaccace
gccagagagy
cccagagecce
ttgcggcagy
acccttctga
caggeageac
cactctygygy
gaccaaaggc
gggagcagac
cecttectte
gctggtggee
ggccacteca
aggcaggtcec
cctgcetetgy
agtgggcaag
accoaoocacc
ccaagocacc
ggggccteat
cacoctgacce
ctgyggcteca
cacaggaaga
acacaggeca
gggtcactge
gaacaccctg
ggeettttetn
agtccteoacce
caactotgea
gtgocoacoc
ageceatggea
ggacactctyg
getecacccaa
cctgtgogea
gcctcoccagtyg
ctecogeacte
tcccagacag
aacagccacyg
geadgtgaace
cactggegge
gggcagacac
gggggetect
caaasacagyg
gctcagagtce
ctcagcagga
agggacagga
tattcccaca
gactgaggdgy
aatgcaccayg
atgagaagca
gaggggatgt
agttccataa
gaagagcaca
cctgtgcececa
gagaatcagt
gcacagaagc
aggcattget
goagaacect
gtgcagaaca
ctgaaggaga

gtgagaaaaa
ggagcagcecyg
cacggtgtec
gacttgatca
caagtgtect
agacacaaac
gaccccaace
cotgecetgt
tcgghcttag
ctittectggy
aatcacagag
cttecteoca
tccatggage
gaatgcagec
cocacactet
ccceeatetge
atggggtatyg
gcecagatoe
tggcatctaa
ccagaccaca
agataagctc
gggagctgtt
catticcete
tgcagceecet
acctgcetgea
cttgatctgea
cctgcaggeo
cctaacccect
ctgaccctac
acccegeteco
gtcttceeca
dgaagcaggga
ccttgacaca
cctetaaaga
cccageectc
gaggtegetyg
ggagcccata
cecagaacac
tgctgagecce
gagaaagaga
gtccacgecaa
ctctectgaga
gagocaggeo
ggattttgty
gtgacacaac
ctgggggage
actctecocca
gctgggaage
gggcagagec
actggtattc
gggaaggady
caatgcigca
gaaatgcatt
aagcacacayg
gctgggcaca
caggcaatgce
getgtttgte
acagacaaat
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ctgtgtecaa
geetgaacce
cegttggata
catcocttctg
cagaaagaca
cccacatcca
gtgataactc
ctetgtaoct
gggacaccac
geagcacaga
cooQoaggec
gctggacocc
ceccttecaga
accacaagca
ggagcagagc
acacagccac
gacttagggt
ctgcagcact
gactgctcca
ggtccagyggce
cagacoccag
cocacacaga
tccattcect
ccotgeoagec
cttgocgecce
accagacccc
ctcegetett
cctgeecaca
actcccacce
cctocctete
tgcaggeect
gotecagetet
cgteegectg
tgagggatcc
tegecaggect
gatagtaacc
ccatagggac
ceccgtggaaa
ccageaccag
ggagygggagy
ctcococoocagy
caggeteagt
agagccagceca
ggggttegty
cccattecta
gtctgggaag
agacatcaca
ttgcacagge
tcagocaggge
aagatcaatqg
agcagcoget
tecatgggatg
tgcagcacag
aaagtgocctg
gacactctga
cagccectaga
atagcoccaa
aaacgatgge

aactgactcce
atgtecctgece
atgaggacaa
ctgtggececce
gggatcaccyg
gagccaactc
cccactggaa
cactcagggr
tgtgggccee
ctttggggte
gaggtggeoc
aggtecctece
ctcctocegy
caccaggaag
aggogtgegte
ctaccactge
ctcactcacyg
agacacagcet
gcococagacayg
acagcccaca
ggcgggacct
tcaaccccaa
cccagtgeet
cacacgoetagg
acccaaacaa
tgteccteee
ctgcocacaag
acttgagttc
acacactgcec
agaccoggec
tgcoecteact
tccacaggea
tgtctctecac
aggcagaoaac
ctecectgggaa
gagtcagtyga
agagaccagc
gagaacagac
ccccaagaaa
tctectteac
acaaaggagqg
ttcagacaac
agaggagact
tcactgtgag
aagaocctact
tatggectag
ceaccageca
cccaaggaaa
ctittgetgt
gctgggagtyg
atcctacact
cttaacagct
atctgaataa
atgccaagge
aaagcactygg
geoettectyg
actatggggce
aggttcatga

63000
63060
63120
63180
63240
63300
63360
63420
63480
63540
63600
63660
63720
63780
63840
63900
63960
64020
64080
64140
64200
64260
64320
64380
64440
64500
64560
64620
64680
654740
64800
64860
64920
64980
65040
651C0
65160
65220
65280
65340
65400
65460
65520
65580
65640
65700
65760
65820
65880
65940
66000
66060
66120
66180
66240
66300
66360
66420



aatgcaaact
gttcatgaca
tgatttcttc
tttcecocotgy
ggttactict
CcCtaacaaga
tcegeaagaag
ataatagcaa
atgatacaga
ttaaagagaa
tgcaggctca
tggagcagge
agcaactcag
gagcccagcea
agtgggtgcet
agaagcctca
acctgacctg
cctcacctgyg
ct.ggacctca
tggecctggge
cacctgacct
gagectgagt
tctcecacat
ccagaatgat
gotgggtagyg
gcatggacag
agecgctggygc
tcecocgggttt
actatgatag
tgggagccte
gatcgaggac
acacacggagyg
accaggeoeca
getecaaggd
ggeeccatag
ctgggccacy
ggggctggec
ctgagcctct
tcatcctgeco
gaggactcac
cagtgagaga
teagcageat
geecatgggg
cocecagggct
cagococate
tggcaggegg
gggggeccea
gctttttotyg
ccagoagceada
ccaggagcac
ccgggccatce
tcagagggcect
gotgcaccag
gaattactgt
ctggetggaa
cctectetga
cccatgtaga
cagccccadgyq

aggacagoea
atgcetgagta
taaataaaat
aaaaactata
actggggaay
acagaacaaa
aggaaaatge
agacattaac
catacattca
aaggcctgat
ctgtgtggca
acagagctgt
ccacactcce
cctecgcage
gagadggadggyd
cacatccace
gacctcacet
cectegggect
cectggectgy
ttcacctgge
ggacctecacc
agcactgagg
ctgaccttte
gectgtogtoga
gacagtaggy
tgtccaccta
ccacagootc
ccecaggoct
rtagtggttat
ccaccacagac
acggcogcecat
cagcagaaac
gagaccatga
gtctgcatcyg
caccatctge
tgtgtgaacc
ctgtgeactyg
cctgggtcat
tggetgtoct
ctcacacagt
aaccctctte
cacagcggga
acagcccagc
cagactccag
ctggagggga
ggaagattca
gacgcctgga
aagggcccte
aaactgaccyg
aagagecagy
ttagecgatyg
ctgaggtgac
accctgttoo
agacaccagd
tcaagagggc
gaggcegety
aacagqctgce
tacagectgta
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gaggacaaca
attggagtaa
ttacacccgg
aggaaaatca
gaagadggta
tacattacag
acacacctgt
ccaggttgga
gtatatgaga
gtgtggtgge
dggcaggcay
atatccocaa
tggccagaac
caccaccacc
gcagggacac
tcageceteco
ggoctggget
cacctggect
gectcacctyg
ctgggcttca
tggceteggd
ctgtagggac
tgggtggagy
tttgggggca
acagatgtca
agcgagggac
ccotegggge
ggcggtaggt
tactaccaca
coteecctgeyg
gugtatggtyg
aatggacagyg
aacagatggce
ctgetgecoet
tgoegtecac
ctgcgagecc
tcactgeocec
ttccaagaca
gagtcctget
cagagacaac
cagggtttct
acgeacatct
cctteccaga
gaggectgac
cagyagecad
gaaaggccty
ccagggcctyg
ctgctgtgtyg
gactcgcagy
ccocgagggtt
goctgatgcce
ttcactcatg
gagagatgcc
c¢tecattceccag
agcatcocgoc
tgttecogeayg
attgtegtce
gagagagtcc

gtagagagct
cagaggaaag
cgaaatgaac
agaasacgat
tgagctgaga
taccttgaaa
gtttagaaaa
taaataadcyg
catcgatgat
aatcacctcc
gcacctgctg
ggaaggtaca
ccaagatgca
tgegeacggg
caggcagggt
ctgacctgga
tcacctgygcee
gggetteace
acctggacct
cctgacctgg
cctecacectge
tcatccaggg
cacctggtog
atttatgaac
geetgaggtyg
agaccegadgt
cctgetgoot
ttgaagtgag
gtgtcacadga
ggggaccgcet
gctaccacag
cccacaagtyg
caaggtcacc
cccaacgeca
ccagcagtcec
cecatgteag
tgtggtceoct
ttcocccaggga
cattteccaga
gaaccttcca
ctitctetece
ggatcaggac
cccectaaaaqg
tecctgecacac
ggagggtgag
agateccccag
tgtgggaaag
actacggtgg
gtttatgcac
tgtgccocaga
ctgcacaccy
accacaggtg
ccagttccaa
tacctcctge
aggctcccaa
ggccaggccyg
ccacctggca
Legaggocce
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acaggcgget
cocaaaaaat
tatcttctta
gatcacataa
cacacagagt
acagcagtta
ttcteagtea
atgacacagy
gtatcoccaa
ctgggeateco
gcagectceetyg
gtcagtgcat
cacccatgea
ccaccacctt
gagcacccag
cctecacctgy
tgggcttcac
tggcctggge
cacatggect
acctocaccetyg
acctgetcea
trggggaaty
cccagggaat
ccgaaaggac
aagcctcagyg
gtcoctgecag
cotcaggtea
gtectgtgtca
gtccatcaaa
geatgcogtg
cagtgcagoc
accatgatgg
ctacaggtca
aaccagatgg
cggaagocoe
agtaggggca
ggcctgectg
cagocggage
cctecaccagy
gaaatcoctyg
accctettoo
ggcacccaga
gtatcceccag
cctectgcca
tcagacceac
gacgcagcac
gcctetggeco
taactcccac
acttctcgge
cocteggect
tgtgctgeca
cogtggtece
aagccaatte
caattgoctyg
caggcaggac
cagacagttc
aagaccactt
taagaaggag

ttgecggttga
acttttaatyg
agggataaac
acacagtggt
cggraagtcect
aacttctaza
agcactgtte
caattgcaca
agaaatgact
ceggacagyge
gggcctgaty
tecagagaga
cagggaggca
gcaggcacag
agaaaactgc
cctgggectc
ctgacctgga
ttcacctgac
gggcttcacce
geoctgggott
gotettgetyg
actctgeaac
ataaaaagcc
atggccatgg
acacaggtygg
tagacctgag
gccectggaca
ctgtggtatt
aactcatgcecc
ttaggatttt
catgacccaa
gcteocageec
Lccadatcty
agacagggcc
teoctgaacy
gcaggagggc
gccctgacac
tgggagtcgce
gaagccaaca
tttetetcec
aggacagtcc
acacgcgatg
cttgcacctg
gatatcacet
ctgocactcaa
cactgtcaat
acactcaggg
agtgatgaaa
tecggagcectot
ctagggacac
aacaggggct
ttcactgcca
ctggggecygg
gattcccate
tcocacacac
cceteacctyg
gtggagceccc
ccatgcccag

66480
66540
66600
66660
66720
£6780
66840
6900
66960
87020
67080
67140
67200
67260
67320
67380
67440
67500
67560
67620
67680
67740
67800
67860
67320
67280
68040
68100
68160
68220
68280
68340
68400
68460
68520
68580
68640
68700
68760
68820
68880
68940
69000
69060
69120
69180
69240
69300
69360
69420
69480
695490
69600
62660
69720
69780
69840
639200



ttctgeecggy
gccacatagg
tgctgaccagy
agtgcatgte
gotgtetgga
aggtgtggtt
ggtgcecgocc
cteccagetca
tggggagdgt
tcaaaggctyg
ccatggagtce
gcaggococag
caggcacaga
cacagtgggg
ccagacagtyg
gatccecatce
taagctcecat
aggccctcat
ctigcoctgy
cttgetceotgt
ctccectget
ggatggcettc
aggocaccce
cacagggalyg
ctocccaggt
cetggggagy
ctetetectt
ggacgectge
gcacccccett
ccatgggaat
gctgeaccac
agggtatggt
acggtgtggy
tcaccocaccy
agtoocacct
qocgocagygyc
cctececctgyg
ggaggagaag
goggctcagy
gggcagccoc
tcagagccat
ccaggcocac
ggcagctyge
agaaccagtyg
ccageaagqgy
guggtatagca
ccgaaggcag
gccaacagat
ggcagectga
gcgggaatcce
ccacacaccc
tgccagtoct
ccaccoagea
ctgaacagcc
tgtccaaaac
gaacatacga
ttggatggtg
acaggcacaa

accetcggec
agetecaccag
agacccgtec
tggtccctga
cccteoectot
attgtcaggg
atagcagcaa
cctgottote
tcecteagty
gcagggaaag
acagagccac
coctgatggy
agetgccaag
aaactgagcce
ggoeccagage
actgagtggc
cceceectgteco
cccteccaagy
ctaagacagy
gactactggy
aggogctgge
Lgteeceagt
Lgtecttgec
actgtgecat
cagecccatga
acccctecage
atggttcceccec
ctaattggcc
acccaggace
ccagaatcee
cgggeaggay
ceaccctgee
ggagggctca
agcogeccac
acaccagagce
agctttuggy
gictaggatc
caggatggga
ccagatacaa
tococcacagay
gaaggagcaa
caggacccac
ctetgtoteg
ttgagggaca
aaggccccca
gcggctacca
agagagcagyg
gtetoceoete
ggggatcocay
cagaecoecte
aggcagaaty
cagoccacac
goecageece
cegagtecacyg
tgtctecegyg
ccttececcaga
aggatggggy
accccaaate
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aggcogacag
tgagggcagy
cagagcccag
gcagcoocea
tcocetgggaa
ggtgccagge
ccaggecaag
crLggggetcet
ggaggtctgt
gcagettceee
ggageoocea
gaagcctgeco
ctgtgctcta
tiggagaacce
actgtgtgta
cagoctgeayg
tgggaacctc
aaggccaaag
gtgggeagac
tactggectct
ctggtectect
tctagggccea
gaggtbtecagt
gcccrtaccta
cgaccaacaa
ccocacccty
cacctggete
Qoocaggaacc
cageocctygoc
caggaagcca
gcteoogtett
tggggctece
gggcecctgea
ctececteteea
cagcagagoc
agggaggaat
cacctttagg
gattcetgtge
aagcccctea
gacagaccca
gatatgggga
catgggtgga
gacccccatt
ceccctgteoca
aacaaaccag
caatgacact
caggacacat
cagggcgeoe
ggccaggaga
ccecattgagy
tgtgcaggcec
ctaaggtgag
tacccaggad
gtgggtatag
ccactgetgy
cctoatgacce
cocggggecat
cagagccgac

gagtyggacgc
agagcacatyg
gaggctgcayg
ggctctcectag
gcetectectyg
cgtggtagag
tagacagacc
caaggctget
gctocagggc
gcecctgagag
gtgtgggcyat
cecgboccaca
cgatcecteat
accecageccece
Lectggeact
aaggacccaa
ttcoccagege
gctgggecty
ggctgcagat
caacgcagac
cctgetgtce
gagceagatec
gcaggeaccc
agtcecgococece
coccaacacca
tctagaggag
ctgccgggac
cagaacttct
cctccteece
tcaggaaggy
cgtgaacoca
accgtggeag
gotgctecat
cectggecac
agtgcagaca
ggaggaaggyg
acccceggat
aggaccctct
gtgagcectc
geaccoogaa
cceccaatact
acacctgtet
ccagacacca
gggcagocaa
gaggtttctyg
gggcaggaca
ttaggatctg
tgooctygtte
tgggtecogt
ccatecctgee
tcaggetctyg
ccacagooge
gococcagage
togggagetac
aggcccagee
cccageactt
ctgcacctoc
accaggaaca
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tggagctggy
ccggggagca
aggectetec
cactggggyc
acagceoecge
atggctacaa
cotgecacge
gtctgecocctc
agggatgact
gtgcaggcag
gtgagggtgc
gceccaggtoco
ccctoccagea
ctggaaacaa
aggtgcaggy
coocaaccag
caccaacage
ccaggggeac
aggacatatt
cctaccaaaa
taggaggctyg
caggcagget
aggacaggaa
tttectactet
gagtcactgce
ttggggggac
cettggggty
ctecagggac
totgeteteo
ctgaaggagyg
gggaagtgcc
getgegggga
cttggatgag
acgtcgtcaca
gaggctgggy
gaggtcagty
cccatoccet
cacagtggaa
cactgeagtg
gaagtectge
ggcacagacge
ccggeecctg
gacagaddgga
gtccaagagg
aagctgtctyg
gaaaccecat
aggccacacc
agtgttecty
ctacccecegay
cagaggggcec
tgggtgeegce
cagagectcco
tcagggogoc
taccactgtyg
agagaaggga
ggagctccac
caacatcacc
cagacacccc

cccacactgg
cccagecteco
agggggacac
ccctggcaca
cteccagttoc
ttaccacagt
agococcagge
tggocctety
gagatagaaa
caccacagag
tgggcteceg
ccaggggcay
gcatccacte
ggcggggagoe
accacccgga
gececgettgat
teggettooe
agtaccctee
gctggggeat
tccocactge
ctgacctcca
gtaggctggy
atggcctgaa
gcaaccccda
ctggooctge
aggacacagqg
tggacagaaa
cccagoocga
tctecatcact
aagcgggygcc
agcectectag
aggaccagyy
cccatcecte
caccatcctg
tgcagggggy
aagaggccoc
ccaggetetyg
tacctgocaca
cagggectgy
cagggggagce
tcagetceecat
ctyggetgtga
caggcccocceo
cgcgetgage
tgtcacagte
cccaagtoag
tgacactcaa
agaaaacagg
gaggagccayg
cggacccacc
tagetggggce
acaggagacc
tgggtggatt
agaaaagcta
ccagcecgoas
agtgteccea
cocoaggeage
aataccctgyg

69960
70020
70080
70140
70200
70260
70320
70380
70440
70500
70560
70620
70680
70740
70800
70860
70920
70980
71040
71100
71160
71220
71280
71340
71400
71460
71520
71580
71640
71700
71760
71820
71880
71940
72000
72060
72120
72180
72240
72300
72360
72420
72480
72540
72600
72660
72720
72780
72840
72900
72960
73020
73080
73140
73200
73260
73320
73380



gggaccctygy
accccaccge
gactcaggtt
tteotgocct
accaagcaca
ccettectet
tccatgeage
ctctggggat
cccoaageect
tgracacaca
ggtggggget
cggtecceceec
cccagetgeco
agccccaggy
goagggaget
acttacacac
gcactcgggt
tecteocctee
agcecoctgage
agggtgggayg
ggcagocaga
agtgtaagta
cteoggattte
aatatgattc
agggaatgtg
tattcataaa
tLcaatatgta
tcocagecct
cotggocaac
ggtgeatgece
gaaggcggag
aagattccat
titcatcaca
aagcccggayg
cctaccatgy
gttcgaaget
ggagctgatyg
atagaaagag
acagagctca
gaccaaggtt
ctcaagggaa
acttggggtc
ggttgcetce
accccgggca
aggtceccoct
aattcatgtt
taaaatatgt
atacttgtca
atgcaataca
cotaoctgeeca
ctggtaacta
atgagatcat
cagatccate
ccattgtgte
attccatttce
tcaacatact
atgtacagtt
aaacccacag

cecctggtgac
tgtctectgte
taggggecac
ggggeoaacac
gagcectgac
catgtggacc
caccactagg
geagacacca
tggcaggatt
cacctacccc
ccagdgtctca
Lgacggcgct
ctgetcteae
agccgoccad
gecocttectge
aagccaggga
cactgccatt
ttectttett
ttggggtcac
tgaggecttece
aatccagacc
acatgagccc
ttgaaaaaca
aagaatgtta
gtoeettgag
tgtgtatgtc
caataaagaa
ttgggaggece
atgatgaaaa
tgtaatccca
gttgcagtga
ctcaaaaaaa
cgaagataaa
cgggegctgy
ccacteocage
ctagggceaac
aaaagaaagc
agagcacacqg
gggggtcetgy
tgcectgecagge
cgaggcagea
cttacatcag
aggggacaaa
cgggtgacac
goctteccea
Ltaattgaca
atacatcgtyg
tcttttgtgg
ttgttgtcaa
gctcaggetg
ccactctata
acagtatttyg
cgtigttgea
aatggaccte
ttagctgttyg
gacatcatgt
ttttttttaa
aatccaaaat
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tteccactgg
cctcactcag
cattgtgggd
agactttggyg
Lgaggtggtc
ccatgeeeee
caactccctyg
tggcecacacc
cccagaggcet
ctgcccagtc
