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DESCRIPCION

Métodos de produccion de animales transgénicos con receptores de células T que son especificos de una proteina
fluorescente

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a receptores de células T que son especificos de una proteina fluorescente en los
que el receptor de células T reconoce la proteina fluorescente sobre un alelo H-2K9, ratones transgénicos y métodos
de su produccion, células T de ratdn aisladas, y métodos no terapéuticos de su uso.

Antecedentes de la invencion

El sistema adaptativo de los vertebrados defiende a los hospedadores contra la infeccion. Las células T tienen el
papel de organizador central de la respuesta inmunitaria reconociendo antigenos mediante los receptores de células
T ("TCR"). La especificidad de una célula T depende de la secuencia de su TCR. El armazon genético de este
receptor se crea durante el desarrollo de la célula T en el timo mediante el proceso de reorganizacion del ADN
V(D)J, que transmite una especificidad Unica por el antigeno a cada TCR. El TCR tiene un papel esencial en la
funcién, desarrollo y supervivencia de células T. Las lesiones genéticas que interfieren en la generacion de los
receptores antigénicos bloquean el desarrollo de células T y da como resultado inmunodeficiencias. Debido a la
importancia de células T en la organizacion de la respuesta inmunitaria, es deseable ser capaces de generar células
T que tengan una especificidad antigénica particular.

Una de las maneras de estudiar la respuesta inmunitaria frente a un virus o un autoantigeno, es mediante el uso de
ratones transgénicos TCR (TCR-Tg) (Bluthmann et al., "T-cell-specific Deletion of T-cell Receptor Transgenes Allows
Functional Rearrangement of Endogenous Alpha- and Beta-genes," Nature 334:156-9 (1988); Lafaille, "T-cell
Receptor Transgenic Mice in the Study of Autoimmune Diseases," Journal of Autoimmunity 22:95-106 (2004)). Estos
ratones se producen de manera que cada célula T del ratén exprese un unico TCR, que reconoce un Unico antigeno.
Se han producido al menos 30 ratones TCR-Tg diferentes. Los antigenos que reconocen las células T de los
distintos ratones TCR-Tg son péptidos derivados de proteinas expresadas por un agente patdgeno, tal como el virus
de gripe, o un péptido derivado de una proteina propia que esté implicada en una enfermedad autoinmunitaria, tal
como la proteina mielinica basica (MBP). Esto hace posible que las células T TCR-Tg se utilicen para el estudio de
la respuesta inmunitaria frente a un agente patdégeno o frente a un modelo de enfermedad autoinmunitaria.

El TCR de ratones especifico de antigeno mas comunmente utilizado reconoce un epitopo de la ovoalbimina (OVA)
de pollo. Especificamente, los ratones OT-l y OT-ll reconocen un epitopo de la OVA presentado por el MHC clase | y
MHC clase I, respectivamente. Estos ratones se han utilizado para estudiar respuestas de células T y para modelos
de enfermedad autoinmunitaria.

Aunque los ratones TCR-Tg son un recurso invaluable para el estudio de aspectos particulares de la inmunologia,
hay varias limitaciones clave para todos los modelos de TCR-Tg existentes que evitan su uso para tipos particulares
de aplicaciones. Especificamente, ninguno de los ratones TCR-Tg se puede utilizar para estudiar la respuesta
inmunitaria contra un antigeno que pueda visualizarse por citometria de flujo, microscopia de fluorescencia, o
creacion de imagenes de células vivas.

La generacion de una célula T de raton especifica de GFP (aGFP) afrontaria un déficit principal de las herramientas
del inmundlogo proporcionando un modelo de células T especifico de antigeno que se dirige a un indicador
fluorescente que se utiliza comunmente, facilmente controlable. La proteina fluorescente verde ("GFP") es un
modelo antigénico ideal ya que es intracelular, se puede detectar facilmente, incluso con una resolucion de una sola
célula y mediante creacion de imagenes de célula viva, y se han generado mas de 1.000 ratones transgénicos
diferentes en los que se expresa la GFP en tejidos especificos, tipos celulares, o estados celulares (Schmidt et al,
"BAC Transgenic Mice and the GENSAT Database of Engineered Mouse Strains," Cold Spring Harbor Protocols
(2013)). Ademas, hay docenas de lineas celulares de cancer, virus y otros agentes patdgenos que se han
modificado para que expresen la GFP. La abundancia de reactivos basados en GFP y modelos animales, hace que
el ratdon aGFP sea relevante inmediatamente para las valoraciones de laboratorio haciendo que una amplia variedad
de investigacion intente entender la capacidad de presentacion de antigeno de tipos celulares especificos a los
virélogos que caracterizan las interacciones hospedador-agente patégeno.

La presente invencion se dirige a superar estas y otras deficiencias en la técnica.

Siliciano et al (1986) Cell, 47(2): 161-171 se refiere a la deteccion mediante citometria de flujo y cromatografia de
afinidad, de la unién de un antigeno nomina, o alfa-beta heterodimeros Ti sobre los clones de células T humanas
restringidas al MHC especificas del 5-isotiocianato de fluoresceina (FL). El documento WO 91/18019 Al se refiere a
receptores de células T de cadena sencilla solubles, secuencias de acidos nucleicos, particularmente secuencias de
ADN, que codifican el receptor de células T de cadena sencilla solubles, vectores de expresién que contienen las
secuencias de ADN, y células hospedadoras que contienen los vectores de expresion. El documento EP 1852123 A2
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se refiere a la induccion de una respuesta anérgica mediante inhibidores de NF-kB y la inhibicién de la respuesta
inmunitaria mediante la administracion de un inhibidor de NF-kB. También se desvela en el documento EP
1852123 A2 vectores que codifican inductores e inhibidores de NF-kB, por ejemplo, vectores adenoviricos.

El documento US 2009/0217403 A1 se refiere a un método para la generacion de una célula T que comprende un
receptor de células T capaz de unirse especificamente a un antigeno de interés, que comprende: proporcionar una
célula madre hematopoyética y/o una célula precursora de una célula T con una secuencia de acido nucleico que
comprende al menos parte de un gen reordenado que codifica una cadena de TCR, o un equivalente funcional de la
misma; y que permite la diferenciacion de dicha célula madre y/o célula precursora y la generacion de al menos una
célula T derivada de dicha célula madre y/o cella precursora. Park et al (2011) Trends in Biotechnology, 29(11):550-
557 se refiere al tratamiento del cancer con células T modificadas genéticamente. En particular, Park et al. se refiere
a: la modificacién genética de los linfocitos que expresan receptores de células T (TCR) altamente activos o
receptores antigénicos quiméricos (CAR) que se dirigen a varios antigenos tumorales que se expresan en pacientes
de cancer; el desarrollo de tecnologia de transferencia genética de TCR y CAR, y la expansion de estas terapias en
diferentes canceres.

Sumario de la invenciéon

La invencion es como se describe en las reivindicaciones. Un primer aspecto de la presente invencion se refiere a un
ratén transgénico cuyo genoma comprende una secuencia de polinucleétidos que codifica un receptor de células T
que es especifico de una proteina fluorescente, en el que el receptor de células T reconoce la proteina fluorescente
en un alelo H-2K® y en el que una célula T del ratén comprende el receptor T. También se desvela un mamifero no
humano transgénico cuyo genoma comprende una secuencia de polinucleétido que codifica un receptor de células T
que es especifico de una proteina fluorescente, en el que la célula T del mamifero no humano comprende el receptor
de células T.

Un segundo aspecto de la presente invencion se refiere a una célula T aislada del raton transgénico de la presente
invencion, en el que la célula T comprende un receptor de células T especifico de una proteina fluorescente y en el
que el receptor de células T reconoce la proteina fluorescente en el alelo H-2K9. También se desvela una célula T
aislada del mamifero no humano transgénico de la presente divulgacion.

Un tercer aspecto de la presente invencion se refiere a una célula T de ratén aislada que comprende una secuencia
de polinucleétido que codifica un receptor de células T que es especifico de una proteina fluorescente, en el que el
receptor de células T reconoce la proteina fluorescente en un alelo H-2K9. También se desvela una célula T aislada
que comprende una construccion de expresion que comprende una secuencia de polinucleétido que codifica un
receptor de células T que es especifico de una proteina fluorescente.

Un cuarto aspecto de la presente invencion se refiere a un método de produccién de un ratén transgénico. Este
método implica la introduccién de una construccién de expresion en un embrién de ratén para producir un embrién
transgénico, comprendiendo dicha construccion de expresion un polinucleotido que codifica un receptor de células T
que es especifico de una proteina fluorescente en unién operativa con un promotor, en el que el receptor de células
T reconoce la proteina fluorescente en un alelo H-2KY el trasplante del embrion transgénico en un raton
seudogestante; permitir que el embridn transgénico se desarrolle a término; y el aislamiento de al menos una cria
transgénica que contenga el polinucledtido. También se desvela un método de produccidon de un mamifero no
humano transgénico. Este método implica la introduccion de una construccion de expresion en un embrion de
mamifero no humano para producir un embrién transgénico, comprendiendo dicha construccion de expresion un
polinucleétido que codifica un receptor de células T que es especifico de una proteina fluorescente en unién
operativa con un promotor; el trasplante del embrién transgénico en un mamifero no humano seudogestante; permitir
que el embrién transgénico se desarrolle a término; y el aislamiento de al menos una cria transgénica que contenga
el polinucledtido.

Un quinto aspecto de la presente invencion se refiere a un método de produccion de un raton. Este método implica la
provisién de una célula o nucleo de una célula somatica de ratén que comprende una secuencia de polinucleétido
que codifica un receptor de células T que es especifico de una proteina fluorescente unido operativamente a un
promotor, en el que el receptor de la célula T reconoce la proteina fluorescente en un alelo H-2K; la insercion de la
célula o nucleo de la célula somatica de ratén en un oocito enucleado en condiciones adecuadas para la formacién
de una célula reconstituida; la activacion de la célula reconstituida para formar un embrién; el cultivo del embrién
hasta el estadio de desarrollo de mas de 2 células; y la transferencia del embrién cultivado a un ratén hospedador de
manera que el embridn se desarrolle en un feto quimérico capaz de crecer hasta convertirse en un ratéon. También
se desvela un método de produccion de un mamifero no humano. Este método implica la provisién de una célula o
nucleo de una célula somatica de mamifero no humano que comprende una secuencia de polinucleétido que codifica
un receptor de células T que es especifico de una proteina fluorescente unido operativamente a un promotor; la
insercion de la célula o nucleo de la célula somatica de mamifero no humano en un oocito enucleado en condiciones
adecuadas para la formacién de una célula reconstituida; la activaciéon de la célula reconstituida para formar un
embrién; el cultivo del embrion hasta el estadio de desarrollo de mas de 2 células; y la transferencia del embridn
cultivado en un mamifero hospedador de manera que el embrién se desarrolle dando un feto quimérico capaz de
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crecer hasta convertirse en un mamifero no humano.

Un sexto aspecto de la presente invencion se refiere a un método no terapéutico de privacion de las células de un
ratén. Este método implica la provision de un ratén que expresa una proteina fluorescente en uno o mas tipos
celulares y la introduccion en el ratén de una célula T aislada que comprende una construccidon de expresion que
comprende una secuencia de polinucleétido que codifica un receptor de células T que es especifico de la proteina
fluorescente, en el que el receptor de la célula T reconoce la proteina fluorescente en un alelo H-2K¢, en el que la
célula T aislada ataca el uno o mas tipos celulares para la privacion del uno o mas tipos celulares en el raton.
También se desvela un método de privacion de células en un mamifero no humano. Este método implica la provision
de un mamifero no humano que expresa una proteina diana en uno o mas tipos celulares y la introduccion en el
mamifero no humano de una célula T aislada que comprende una construccion de expresion que comprende una
secuencia de polinucleétido que codifica un receptor de células T que es especifico de la proteina diana, en el que la
célula T aislada ataca el uno o mas tipos celulares para la privacion del uno o mas tipos celulares en el mamifero no
humano.

Un séptimo aspecto de la presente invencion se refiere a un método no terapéutico de caracterizacion de la
respuesta de células T a un agente. Este método implica la provisién de un raton transgénico de acuerdo con la
presente invencion; la introduccién en el ratén transgénico de un agente seleccionado de entre el grupo que consiste
€n una vacuna, un virus, un agente patégeno, una célula trasplantada, y una linea celular de cancer, en el que el
agente comprende una proteina fluorescente y/o una secuencia que codifica la proteina fluorescente; y el control de
la interaccion entre el receptor de células T que es especifico de una proteina fluorescente y el agente para
caracterizar la respuesta de células T en el raton transgénico. También se desvela un método de caracterizacion de
una respuesta de células T a un agente. Este método implica la provisién de un mamifero no humano transgénico de
acuerdo con la presente divulgacion; la introduccion en el mamifero no humano transgénico de un agente
seleccionado de entre el grupo que consiste en una vacuna, un virus, un agente patégeno, una célula trasplantada, y
una linea celular de cancer, en el que el agente comprende una proteina fluorescente y/o una secuencia que codifica
la proteina fluorescente; y el control de la interaccion entre el receptor de células T que es especifico de una proteina
fluorescente y el agente para caracterizar la respuesta de células T en el mamifero no humano transgénico.

La presente invencion supera las limitaciones de los ratones TCR-Tg existente y se dirige a un nuevo modelo de
TCR especifico de antigeno. Especificamente, se han generado ratones TCR especificos de GFP que reconocen la
proteina fluorescente verde. En consecuencia, la presente invencién es Util para la optimizacién de vacunas que se
utilizan para el tratamiento y prevencion de enfermedades infecciosas y canceres, o para la induccién de tolerancia
inmunitaria. Unicamente, la presente invencién permite el estudio de la respuesta de células T a la plétora de
vacunas, virus y lineas celulares del cancer que codifican GFP, y otras proteinas fluorescentes.

Ademas, la presente invencién proporciona una manera para modelar las enfermedades autoinmunitarias en tejidos
y 6rganos de una manera no posible previamente. Por ejemplo, la presente divulgacion tiene la ventaja de los
cientos de variedades disponibles de ratones que expresan GFP y otras proteinas fluorescentes especificamente en
tipos celulares o tejidos particulares. Los mamiferos no humanos transgénicos de la presente divulgacion se pueden
utilizar para estudiar como responden las células T al antigeno presentado por estos tipos celulares.

Ademas, la presente invencion hace posible caracterizar la respuesta de células T a diferentes canceres y
metastasis utilizando las células tumorales que expresan GFP.

Ademas, la presente invencion proporciona un nuevo método no terapéutico para la privacién de células que se
desee en los ratones para estudiar la funcién de las células. Las células T especificas de la GFP pueden infundirse
ratones que expresen la GFP en un tipo celular particular, y estas células T eliminaran especificamente esas células.
Privando estas células, este modelo proporciona un fenotipo de "pérdida de funcién" que se puede estudiar para
entender el papel de las células equivalentes.

Ademas, la presente invencion hace posible llevar a cabo analisis de creacion de imagenes vivas y microscopia
intravital de la destruccién mediada por células T especificas de antigeno de un tipo celular particular, incluyendo las
células infectadas por virus.

El ratdn transgénico de la presente invencion es el primer ratén con TCR especifico de antigeno en el que las células
T reconocen un epitopo de una proteina fluorescente. EI mamifero no humano transgénico de la presente invencion
se puede utilizar para el estudio de la respuesta inmunitaria a proteinas fluorescentes, y de esta aprovecha los
cientos de ratones transgénicos de GFP (y otras proteinas fluorescentes), lineas celulares tumorales que expresan
la GFP (y otras proteinas fluorescentes), y agentes patdgenos que expresan GFP (y otras proteinas fluorescentes)
para estudiar la respuesta inmunitaria en contextos no posibles previamente. En otra aplicacion de la tecnologia de
la presente divulgacion, los mamiferos no humanos transgénicos de la presente divulgacion se pueden utilizar como
método para privar tipos celulares raros en mamiferos no humanos.

Breve descripcion de los dibujos
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La FIG. 1 es un par de graficas que muestran la deteccion de las células T CD8+ especificas de GFP en ratones
aGFP fundadores generados por transferencia nuclear celular somatica ("SCNT"). Las células se recolectaron de
los ganglios linfaticos de ratones aGFP fundadores. Las células se tifieron en cuanto al CD8 y un pentamero anti-
H-2K9-GFP200-20s. La FACS representativa se muestra en los 14 fundadores. Notese que son ratones fundadores
y por lo tanto quiméricos.

La FIG. 2 es la secuencia de ADN (SEQ ID NO: 1) de la cadena alfa del receptor de células T especifica de GFP
en el ratén. Los nucledtidos 1-476 de la SEQ ID NO: 1 son el dominio Trav7-4, los nucleétidos 479-537 de SEQ
ID NO: 1 son el dominio traj30, y los nucleotidos 477-478 son la region hipervariable. Los nucledtidos 141-950 de
SEQ ID NO: 1 son la region codificante.

La FIG. 3 es la secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 2) de una cadena alfa del receptor de células T
especifica de GFP en el raton.

La FIG. 4 es la secuencia de ADN (SEQ ID NO: 3) de una cadena beta del receptor de células T especifica de
GFP en el ratén. Los nucledtidos 1 -343 de SEQ ID NO: 3 son el dominio trbv2 (Vb4), los nucleétidos 354 -403 de
SEQ ID NO: 3 son el dominio Trbj1.6, los nucleétidos 404 -924 de SEQ ID NO: 3 son el dominio Trbc1, y los
nucledtidos 344.-353 son la region hipervariable. Los nucledtidos 1 -924 de SEQ ID NO: 3 son la region
codificante.

Las FIG. 5A-B son las secuencias de aminoacidos (SEQ ID NO: 4) de una cadena beta del receptor de células T
especifica de GFP en el raton.

Las FIG. 6A-B muestran que la transferencia de células T aGFP destruyen rapidamente los esplenocitos que
expresan GFP. Las células T de control CD8+ aGFP marcadas con eFluor670 se transfirieron en los ratones que
expresaban GFP en un subconjunto de esplenocitos. Como se muestra en la FIG. 6A, después de 5 dias, se
analizo el bazo en cuanto a GFP por microscopia de fluorescencia (panel de la derecha) y mediante FACS (panel
de la izquierda). La FIG. 6B muestra que se midio la proliferacion de células T mediante un analisis FACS de la
dilucién del eFluor670. Notese que solo proliferaban las células T aGFP con la transferencia adoptiva.

Las FIG. 7A-B muestran que la transferencia de células T CD8+ aGFP induce diabetes en ratones con el
promotor GFP (MIP-GFP) de insulina de raton. Se transfirieron 3 x 108 células T de ratones de tipo silvestre o
ratones aGFP en ratones MIP-GFP en el escenario B10D2 (n = 4/grupo). En la FIG. 7A, se midieron los niveles
de glucosa de la sangre antes de la inyeccion de células T y 6 dias después de la inyeccion. Todos los ratones
que recibieron las células T aGFP eran diabéticos basandose en que tenian niveles de glucosa > 250 mg/dl. En
la FIG. 7B, después de 6 dias, se recolectd el pancreas de los ratones, y se evalud la presencia de células
mediante histologia de rutina y microscopia de fluorescencia utilizando la GFP para valorar las células B. Los
ratones también se tifieron en las células T CD8+ y en los nucleos utilizando DAPI. Las imagenes son
representativas de 4 ratones por grupo. En los ratones MIP-GFP que recibieron las células T GFP, se detectaron
células positivas a la GFP en el pancreas.

Descripcion detallada de la invencién

La presente divulgacion se refiere a un mamifero no humano transgénico cuyo genoma comprende una secuencia
de polinucleétido que codifica un receptor de células T que es especifico de una proteina fluorescente, en el que la
célula T del mamifero no humano comprende el receptor de células T.

De acuerdo con una realizacion de la presente divulgacion, el mamifero no humano transgénico de la presente
divulgacion es un roedor, tal como un ratén o una rata. Los mamiferos no humanos transgénicos pueden incluir otras
especies de mamifero. Por ejemplo, los procedimientos transgénicos se han utilizado satisfactoriamente en varios
mamiferos no murinos, que incluyen ovejas, cabras, cerdos, perros, gatos, monos, chimpancés, hamsteres, conejos,
vacas y cobayas (véase, por ejemplo, Kim et al., "Development of a Positive Method for Male Stem-cell Mediated
Gene-transfer in Mouse and Pig," Mol. Reprod. Dev. 46(4): 515-526 (1997); Houdebine, "The Production of
Pharmaceutical Proteins from the Milk of Transgenic Animals," Reprod. Nutr. Dev. 35(6):609-617 (1995); Petters,
"Transgenic Livestock as Genetic Models of Human Disease," Reprod. Fertil. Dev. 6(5):643-645 (1994); Schnieke et
al., "Human Factor IX Transgenic Sheep Produced by Transfer of Nuclei from Transfected Fetal Fibroblasts," Science
278(5346):2130-2133 (1997); Amoah & Gelaye, "Biotechnology Advances in Goat Reproduction," J. Animal Science
75(2):578-585 (1997)).

Como se expone con mas detalle infra, los mamiferos no humanos transgénicos de la presente divulgacion se
pueden producir mediante varios diferentes métodos incluyendo transfeccion, electroporacion, microinyeccion,
direccionamiento genético en células madre embrionarias, e infeccidn retrovirica y virica recombinante (véase, por
ejemplo, la Patente de EE. UU. N.° 4.736.866 de Leder et al.; la Patente de EE. UU. N.° 5.602.307 de Beaudet et al;
Mullins et al, "Transgenesis in Nonmurine Species," Hypertension 22(4):630-633 (1993); Brenin et al., "Transgenic
Technology: An Overview of Approaches Useful, in Surgical Research," Surg. Oncol 6(2)99-110 (1997); Methods in
Molecular Biology, vol. 62: Recombinant Gene Expression Protocols, R. Tuan (ed.) Humana Press, Inc., Totowa, N.J.
(1997); Patente de EE. UU. N.° 5.489.743 de Robinson et al; Patente de EE. UU. N.° 5.602.307 de Beaudet et al.; y
Lois et al., "Germline Transmission and Tissue-Specific Expression of Transgenes Delivered by Lentiviral Vectors,"
Science 295(5556):868-872 (2002).

De acuerdo con una realizacion de la presente divulgacion, el mamifero no humano transgénico de la presente
divulgacion comprende un genoma que comprende una secuencia de polinucleétido que codifica un receptor de
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células T que es especifico de una proteina fluorescente. En otras palabras, el mamifero no humano transgénico
expresa, a través de su genoma, una secuencia de polinucleétido que codifica un receptor de células T que es
especifico (por ejemplo, especifico de antigeno) de una proteina fluorescente. Por lo tanto, el mamifero no humano
transgénico comprende linfocitos que expresan un receptor de células T deseado. El mamifero puede producirse de
manera que sustancialmente todos los linfocitos expresen el receptor de células T especifico de antigeno deseado.
En consecuencia, el mamifero transgénico puede producirse mediante un método que comprende poner en contacto
una célula madre embrionaria no humana con un sistema de suministro de polinucleétido que comprende un
polinucledtido especifico de antigeno que codifica el receptor de células T deseado especifico de antigeno. En una
realizacion, el sistema de suministro del polinucleétido comprende un vector retrovirico, tal como un vector lentivirico.

De manera alternativa, el mamifero no humano puede producirse de manera que solo una subpoblacién de linfocitos
exprese el receptor de células T deseado especifico de antigeno. De acuerdo con esta realizacion de la presente
divulgacion, esta subpoblacion de células tiene una uUnica especificidad antigénica y no expresa ningun otro
polipéptido especifico de antigeno que es capaz de inducir una respuesta inmunitaria. En particular, los linfocitos
puede que no expresen ningun otro receptor de células T. Dichos mamiferos no humanos pueden producirse
poniendo en contacto las células madre hematopoyéticas con un sistema de suministro de polinucleétido que
comprende un polinucledtido especifico de antigeno que codifica el polipéptido deseado especifico de antigeno. Las
células madre hematopoyéticas se transfieren entonces en un mamifero no humano donde maduran en linfocitos
con una especificidad antigénica uUnica.

Como se utiliza en el presente documento, el término "especifico” como se utiliza con respecto a un receptor de
células T es decir especifico de una proteina fluorescente significa, de acuerdo con una realizacién, que el receptor
de células T se une preferentemente a una proteina fluorescente con una afinidad de unién mayor que las
interacciones de fondo entre las moléculas. Por ejemplo, en el contexto de la presente invencion, "interacciones de
fondo" son interacciones con una afinidad menor de una Kp de 10E-4 M. Por lo tanto, de acuerdo con una
realizacion, un receptor de células T que es especifico de una proteina fluorescente con una afinidad mayor de una
Kb de aproximadamente 10E-5 M.

De acuerdo con otra realizacion, un receptor de células T que es especifico de una proteina fluorescente el receptor
de células T reacciona o se asocia mas frecuentemente, mas rapidamente, con mayor duracién, y/o con mayor
afinidad con una proteina fluorescente o célula que expresa la proteina fluorescente que a proteinas no
fluorescentes o células que expresan proteinas no fluorescentes. Por ejemplo, un receptor de células T que se une
especificamente a una proteina fluorescente se une a esa proteina fluorescente con mayor afinidad, avidez, mas
facilmente, y/o con mayor duracion de lo que se une a proteinas no fluorescentes.

Los receptores de células T que son especificos de una proteina fluorescente pueden, de acuerdo con una
realizacion, tener la capacidad de destruir una célula que exprese una proteina fluorescente. En otra realizacién, los
receptores de células T que son especificos de una proteina fluorescente tienen la capacidad de destruir una célula
que expresa una proteina fluorescente, y sigue careciendo de la capacidad de destruir una célula que exprese una
proteina no fluorescente.

Un receptor de células T que es especifico de una proteina fluorescente puede, de acuerdo con una realizacion, se
une a la proteina fluorescente en un sitio de unién particular, o epitopo, de la proteina fluorescente como se describe
en el presente documento.

En el mamifero no humano transgénico de la presente divulgacion, el receptor de células T es especifico de una
proteina fluorescente verde o una proteina fluorescente amarilla. La proteina fluorescente puede ser una proteina de
origen natural o una proteina modificada, tal como un derivado de las proteinas fluorescentes de origen natural. Las
proteinas fluorescentes a modo de ejemplo incluyen, sin limitacién, proteinas derivadas de Aequorea tal como GFP,
proteina fluorescente verde aumentada ("eGFP"), y Proteina fluorescente amarilla ("YFP").

La proteina fluorescente verde es una proteina fluorescente natural producida por la medusa Aequorea victoria.
Algunos restos de aminoacido de la proteina nativa forman espontaneamente un fluoréforo cuando se pliega el
polipéptido en un cilindro de cadena beta 11 ensartado en una hélice alfa que recorre hacia arriba el eje del cilindro
interno. Debido a que tolera la fusion en el extremo N y C con una amplia variedad de proteinas, se ha utilizado la
GFP primariamente como un marcador proteico fluorescente, es decir, para producir proteinas quiméricas de GFP
unida a otras proteinas donde funcione como un indicador para revelar, cuando, dénde y cuanta proteina a la que se
une esta presente. Gracias a esta capacidad, se ha expresado en bacterias, levaduras, hongos mucilaginosos,
Drosophila, pez cebra, y células de mamifero.

En la medusa de la que se aislo, la GFP esta implicada en interacciones fisiolégicas con la proteina bioluminiscente
aecuorina y cambia su absorcion de luz azul a la emision de luz verde mediante una transferencia de energia. En la
mayoria de las aplicaciones de la GFP esta configuraciéon de componentes dobles no se recapitula, y la excitacion de
GFP o sus derivados se consigue mediante instrumentacion optica.
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Las proteinas fluorescentes para las que el receptor de células T de mamifero no humano transgénico de la presente
divulgacién es especifico incluyen las que contienen una o mas de las siguientes modificaciones: permutacion
circular (Baird et al., "Circular Permutation and Receptor Insertion Within Green Fluorescent Proteins," Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 96:11241-11246 (1999)), division (Zhang et al., "Combinatorial Marking of Cells and Organelles with
Reconstituted Fluorescent Proteins," Cell 119:137-144 (2004)), aumento del plegamiento (Pedelacq et al,
"Engineering and Characterization of a Superfolder Green Fluorescent Protein," Nat. Biotechnol. 24:79-88 (2006)), u
otras modificaciones (Zhang et al, "Creating New Fluorescent Probes for Cell Biology," Nat. Rev. Mol. Cell Biol.
3:906-918 (2002)).

Ejemplos no limitantes de proteinas fluorescentes (y sus acidos nucleicos codificantes) adecuados para la presente
invencion incluyen, sin limitacion, los N.° de registro de GenBank AB195239, AY013821, AY013824, AY013825,
AY013826, AY013827, AF435427, AF435428, AF435429, AF435430, AF435431, AF435433, DQ525025, X83959,
X83960, X96418, BD136947, BD136948, BD136949, U73901, AF302837, AF183395, AF058694, U50963, L29345,
M62653, y M62654.

En una realizacién, la proteina fluorescente es una proteina fluorescente que comprende el dominio de aminoacidos
HYLSTQSAL (SEQ ID NO: 5).

En otra realizacion, la secuencia de polinucleétido que codifica un receptor de células T que es especifica de una
proteina fluorescente comprende la secuencia de polinucledtido de SEQ ID NO: (FIG. 2), SEQ ID NO: 3 (FIG. 4), o
una combinacion de la SEQ ID NO: 1 y la SEQ ID NO: 3. Las secuencias de polinucleétido que se expone en la SEQ
ID NO: 1 yla SEQ ID NO: 3 son a modo de ejemplo. También se pueden utilizar otras secuencias de polinucleétido
que codifican un receptor de células T que es especifico para una proteina fluorescentes. Por ejemplo, también se
pueden utilizar secuencias de polinucleétido que son similares y codifican receptores de células T especificos de
antigeno. Dichas secuencias pueden ser al menos aproximadamente un 80 %, 81 %, 82 %, 83 %, 84 %, 85 %, 86 %,
87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 % 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 0 99 % idénticas ala SEQ ID NO: 1y la
SEQ ID NO: 3. De acuerdo con la presente divulgacion, cuando se utiliza una especie de mamifero no humano
distinto del ratdn, la secuencia de polinucleétido normalmente sera al menos aproximadamente un 80 %, 81 %,
82 %, 83 %, 84 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 % 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 0 99 %
idéntica la secuencia codificante del receptor de células T nativo de esa especie.

Como apreciaran los expertos habituados en la técnica, dentro de cada gen de receptor de células T hay una "region
C", que codifica un dominio constante del receptor. Esta region no se refiere directamente a la especificidad de una
proteina fluorescente. Todos los demas dominios (regiones V, regiones J, region hipervariable) son variables y es su
recombinaciéon especifica la que proporciona la especificidad para una proteina fluorescente. Por lo tanto, de
acuerdo con la presente divulgacion, se pueden disefiar numerosas secuencias de polinucledtido para generar
mamiferos no humanos transgénicos cuyo genoma comprende una secuencia de polinucleétido que codifica un
receptor de células T que es especifico de una proteina fluorescente, en el que la célula T del mamifero no humano
comprende el receptor de células T.

En otra realizacion, el receptor de células T especifico de antigeno comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 2 (FIG. 3), SEQ ID NO: 4 (FIG. 5A-B) o una combinacién de la SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 4. Las
secuencias de receptor de células T especifico de antigeno de SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 4 son a modo de
ejemplo, y la presente divulgacion no se limita a mamiferos no humanos transgénicos que contienen solo estas
secuencias. Por ejemplo, también se pueden utilizar las secuencias de aminoacidos que son similares a la SEQ ID
NO: 2 y SEQ ID NO: 4. Dichas secuencias pueden ser al menos aproximadamente un 80 %, 81 %, 82 %, 83 %,
84 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 % 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 0 99 % idénticas a la
SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 4. De nuevo, de acuerdo con la presente divulgacion, cuando se utiliza una especie de
mamifero no humano distinto del ratén, el receptor de células T especifico de antigeno sera normalmente al menos
aproximadamente un 80 %, 81 %, 82 %, 83 %, 84 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 % 93 %, 94 %,
95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 0 99 % idéntica al receptor de células T nativo de esa especie.

De acuerdo con una realizacién de la presente divulgacion, la secuencia de polinucleétido que codifica un receptor
de células T es especifico de una proteina fluorescente cargada en el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC)
loll

Otro aspecto de la presente divulgacion se refiere a una célula T aislada del mamifero no humano transgénico de la
presente divulgacion.

De acuerdo con una realizacion de la presente divulgacion, la célula T aislada del mamifero no humano transgénico
de la presente divulgaciéon es una célula T purificada. Las células T aisladas, purificadas de los mamiferos no
humanos transgénicos de la presente divulgacion se puede obtener por varios métodos conocidos y utilizados por
los expertos habituados en la técnica. En una realizacion, la célula T aislada esta en forma purificada (por ejemplo, al
menos aproximadamente un 80 %, 81 %, 82 %, 83 %, 84 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %
93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 0 99 % pura).
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Un aspecto adicional de la presente divulgacion se refiere a una célula T aislada que comprende una construccion
de expresidon que comprende una secuencia de polinucledtido que codifica un receptor de células T que es
especifico de una proteina fluorescente.

La introducciéon de una secuencia de polinucleétido (es decir, una molécula de acido nucleico) que codifica un
receptor de células T que es especifico a una proteina fluorescente en un sistema de expresion de eleccion se
puede llevar a cabo utilizando tecnologia recombinante convencional. En general, esto implica la insercion de la
secuencia de polinucleétido en un sistema de expresion al cual la molécula es heteréloga (es decir, no esta presente
normalmente). La introduccién de un gen ajeno o nativo en particular en un hospedador mamifero no humano se
facilita por la primera introduccion de la secuencia genética en una construccion o vector de expresion adecuada. La
"construccion” o "vector" se utiliza en el presente documento para significar cualquier elemento genético, tal como un
plasmido, fago, transposén, cosmido, cromosoma, virus, virion, etc., que sea capaz de replicacion cuando se asocia
con elementos de control apropiados y que sea capaz de transferir secuencias genéticas entre las células. Por lo
tanto, el término incluye los vectores de clonacion y expresion, asi como vectores viricos. La molécula de acido
nucleico heterdloga se inserta en la construccion o vector de expresion en el sentido de orientacion apropiado
(5'—3") y fase de lectura correcta. El vector contiene los elementos necesarios para la transcripcion y la traduccion
de las secuencias codificantes del receptor de células T.

La Patente de EE. UU. N.° 4.237.224 de Cohen y Boyer describe la produccion de sistemas de expresion en forma
de plasmidos recombinantes utilizando la escision enzimatica y la unién con una ADN ligasa. Estos plasmidos
recombinantes se introducen entonces por medio de transformacion y se replica en cultivos unicelulares incluyendo
organismos procariotas y células eucariotas cultivados en cultivos tisulares.

Los genes recombinantes también se pueden introducir en virus incluyendo virus vaccinia, adenovirus, y retrovirus,
incluyendo lentivirus. Los virus recombinantes pueden generarse por transfeccion de plasmidos en células infectadas
con virus.

Los vectores adecuados incluyen, pero no se limitan a, los siguientes vectores viricos tales como el sistema de
vector lambda gt11, gt WES.tB, Charon 4, y vectores plasmidicos tales como pBR322, pBR325, pACYC177,
pACYC184, pUCS8, pUC9, pUC18, pUC19, pLG339, pR290, pKC37, pKCIOI, SV40, pBluescript Il SK+/- o KS+/-
(véase el Stratagene Cloning Systems (1993) Catalogo de Stratagene, La Jolla, Calif.), pQE, pIH821, pGEX, serie
pFastBac (Invitrogen), pET series (véase F. W. Studier et al., "Use of T7 RNA Polymerase to Direct Expression of
Cloned Genes," Gene Expression Technology, 185 (1990)), y cualquier derivado de los mismos. Las moléculas
recombinantes se pueden introducir en las células mediante transformacién, particularmente transduccion,
conjugacion, movilizacion o electroporacion. Las secuencias de ADN se clonan en el vector utilizando
procedimientos de clonacion convencionales en la técnica, como se describe en Sambrook et al, Molecular Cloning:
A Laboratory Manual, Cold Springs Laboratory, Cold Springs Harbor, N.Y. (1989).

Se puede utilizar varios sistemas vector-hospedador para expresar la secuencia que codifica el receptor de células T
en una célula. Primariamente, el sistema de vector debe ser compatible con la célula hospedadora que se utilice. Los
sistemas vector-hospedador incluyen, pero no se limitan a, los siguientes: bacterias transformadas con ADN de
bacteriéfago, ADN plasmidico, o ADN cosmidico; microorganismos tales como levaduras que contienen vectores de
levadura; sistemas celulares de mamifero infectados con virus (por ejemplo, virus vaccinia, adenovirus, etc.);
sistemas celulares de insecto infectados con virus (por ejemplo, baculovirus); y células vegetales infectadas con
bacterias. Los elementos de expresion de estos vectores varian en sus fuerzas y especificidades. Dependiendo del
sistema vector-hospedador utilizado, se puede utilizar uno cualquiera de entre varios elementos de transcripcion y
traduccion adecuados.

Las sefales genéticas diferentes y eventos de procesamiento controlan muchos niveles de la expresion genética
(por ejemplo, transcripcion de ADN y traduccion de ARN mensajero ("ARNm")). La transcripcién de ADN depende de
la presencia de un promotor que ese una secuencia de ADN que dirige la union de ARN polimerasa y de esta
manera promueve la sintesis de ARNm. Las secuencias de ADN de promotores eucariotas se diferencias de las de
los promotores procariotas. Ademas, los promotores eucariotas y las sefiales genéticas que los acompafan pueden
no reconocerse o pueden no funcionar en un sistema procariota, y, adicionalmente, los promotores procariotas no se
reconocen y no funcionan en células eucariotas.

De manera similar, la traduccion de ARNm en procariotas depende de la presencia de sefiales procariotas
apropiadas que se diferencian de las de eucariotas. La traduccion eficaz de ARNm en procariotas necesita un sitio
de union al ribosoma llamado secuencia Shine-Dalgarno ("SD") en el ARNm. Esta secuencia es una secuencia de
nucledtidos corta de ARNm que se localiza antes del coddn de inicio, habitualmente AUG, que codifica la metionina
del extremo amino de la proteina. Las secuencias SD son complementarias al extremo 3' del ARNr 16S (ARN
ribosémico) y probablemente promueve la unién del ARNm a los ribosomas mediante duplicacion con el ARNr para
permitir el posicionamiento correcto del ribosoma. Para una revisiéon de maximizacion de la expresion genética véase
Roberts y Lauer, Methods in Enzymology 68:473 (1979).

Los promotores varian en su "fuerza" (es decir, su capacidad para promover la transcripcion). Con fines de expresar
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un gen clonado, es deseable utilizar promotores fuertes con el fin de obtener un alto nivel de transcripcion y, por lo
tanto, expresion del gen. Dependiendo del sistema de célula hospedadora utilizado, se puede utilizar uno cualquiera
de entre varios promotores adecuados. Por ejemplo, cuando la clonacidon es en E. coli, es pueden utilizar sus
bacteriéfagos, o plasmidos, promotores tales como el promotor PH, el promotor del fago T7, el promotor lac,
promotor trp, promotor recA, promotor de ARN ribosémico, los promotores Pr y P. del colifago lambda y otros,
incluyendo, pero sin limitarse a, lacUV5, ompF, bla, Ipp, y similares, para dirigir altos niveles de transcripcion de
segmentos de ADN adyacentes. Adicionalmente, se pueden utilizar un promotor hibrido trp-lacUV5 (tac) u otros
promotores para E. coli producidos por ADN recombinante u otras técnicas de ADN sintético para proporcionar la
transcripcion del gen insertado.

Se pueden escoger cepas bacterianas de células hospedadoras y vectores de expresion que inhiban la accion del
promotor a menos de que se induzca especificamente. En ciertos operones, la adicion de inductores especificos es
necesario para la transcripcion eficaz del ADN insertado. Por ejemplo, el operdn lac se induce por la adicion de
lactosa o IPTG (isopropiltio-beta-D-galactésido). Varios otros operones, tales como trp, por, etc., estan bajo
diferentes controles.

También se necesitan sefiales de inicio especificas para la transcripcion y traduccion genética eficaz en células
procariotas. Estas sefiales de inicio de la transcripcion y traduccion pueden variar en cuanto a la "fuerza" segun se
mide por la cantidad de ARN mensajero especifico del gen y la proteina sintetizada, respectivamente. El vector ADN
de expresién, que contiene un promotor, también puede contener cualquier combinacién de distintas sefiales de
inicio "fuertes” de la transcripcion y/o traduccion. Por ejemplo, la traduccion eficaz en E. coli necesita una secuencia
de Shine-Dalgarno (SD) aproximadamente de 7-9 bases a 5' del codon de inicio (ATG) para proporcionar un sitio de
union al ribosoma. Por lo tanto, se puede emplear cualquier combinacion de SD-ATG que pueda ser utilizada por los
ribosomas de la célula hospedadora. Dichas combinaciones incluyen, pero no se limitan a la combinacién de SD-
ATG del gen cro o el gen N del colifago lambda, o de los genes E, D, C, B o A de triptéfano en E. coli.
Adicionalmente, se puede utilizar cualquier combinacién de SD-ATG producida por ADN recombinante u otras
técnicas implican la incorporacion de nucleétidos sintéticos.

Dependiendo del sistema de vector y hospedador utilizado, se puede utilizar cualquier cantidad de elementos de
transcripcion y traduccién adecuados, incluyendo los promotores constitutivos, inducibles y reprimibles, asi como
elementos promotores 5' minimos.

El acido nucleico que codifica un receptor de células T, una molécula promotora de eleccién, una region reguladora
3' adecuada, y si se desea, un gen indicado, se incorporan en un sistema de vector de expresion de eleccion para
preparar una construccion de acido nucleico utilizando procedimientos de clonacién convencionales conocidos en la
técnica, tal como se describe por Sambrook et al, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Tercera Edicion, Cold
Spring Harbor Cold Spring Harbor Laboratory Press, New York (2001).

La molécula de acido nucleico que codifica un receptor de células T que es especifico de una proteina fluorescente
se inserta en un vector en la direccion en sentido (es decir, 5'—3'), de manera que la fase de lectura abierta se
oriente apropiadamente para la expresion del receptor de células T codificado que es especifico de una proteina
fluorescente bajo el control de un promotor de eleccién. Los acidos nucleicos Unicos o multiples se pueden ligar en
un vector apropiado de esta manera, bajo el control de un promotor adecuado, para preparar una construccion de
acido nucleico.

Una vez que la molécula de acido nucleico aislada que codifica el receptor de células T que es especifico de una
proteina fluorescente se ha insertado en el vector de expresion, es facil de incorporarse en una célula hospedadora.
Las moléculas recombinantes se pueden introducir en las células mediante transformacién, particularmente
transduccioén, conjugacion, lipofeccion, fusion de protoplastos, movilizacién, bombardeo de particulas, o
electroporacién. Las secuencias de ADN se incorporan en la célula hospedadora utilizando procedimientos de
clonaciéon convencionales en la técnica, como se describe en Sambrook et al, Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, Segunda Edicién, Cold Springs Laboratory, Cold Springs Harbor, N.Y. (1989). Los hospedadores adecuados
incluyen, pero no se limitan a, bacterias, virus, hongos, células de mamifero no humano, células de insecto, células
vegetales, y similares.

Normalmente, se afiade un antibidtico u otro compuesto Util para el cultivo selectivo solo de las células
transformadas como suplemento del medio. EI compuesto que se va a utilizar estara dictado por el elemento
marcador seleccionable presente en el plasmido con el que se transformé la célula hospedadora. Los genes
adecuados son los que transmiten resistencia a la gentamicina, G418, higromicina, puromicina, estreptomicina,
espectinomicina, tetraciclina, cloranfenicol, y similares. De manera similar, son adecuados los "genes indicadores"
que codifican enzimas que proporcionan la produccién de un compuesto identificable, u otros marcadores que
indiquen la informacion relevante con respecto al resultado del suministro genético. Por ejemplo, también son
apropiados distintos genes indicadores luminiscentes o fosforescentes, de manera que se pueda asegurar
visualmente la presencia del gen heterélogo.

Otro aspecto de la presente divulgacion se refiere a un método de produccion de un mamifero no humano
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transgénico. Este método implica la introduccion de una construccion de expresion en un embrion de mamifero no
humano para producir un embrién transgénico, comprendiendo dicha construccion de expresion un polinucleétido
que codifica un receptor de células T que es especifico de una proteina fluorescente en unién operativa con un
promotor; el trasplante del embridn transgénico en un mamifero no humano seudogestante; permitir que el embridn
transgénico se desarrolle a término; y el aislamiento de al menos una cria transgénica que contenga el
polinucleétido.

En este método, una secuencia que codifica un receptor de células T que es especifico de una proteina fluorescente
se puede integrar en el genoma del mamifero no humano transgénico mediante cualquier método convencional bien
conocido por los expertos en la técnica. Se pueden utilizar cualquiera de varias técnicas conocidas en la técnica para
introducir el transgén en un animal para producir la linea fundadora de animales transgénicos (véase, por ejemplo,
Hogan et al, Manipulating the Mouse Embryo: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, 1986; Hogan et
al, Manipulating the Mouse Embryo: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, 1994; y Patente de EE.
UU. N.° 5.602.299 de Lazzarini; Patente de EE. UU. N.° 5.175.384 de Krimpenfort; Patente de EE. UU. N.° 6.066.778
de Ginsburg; y Patente de EE. UU. N.° 6.037.521 de Sato et al). Dichas técnicas incluyen, pero no se limitan a,
microinyeccion pronuclear (Patente de EE. UU. N.° 4.873.191 de Wagner et al.); transferencia genética mediada por
retrovirus en lineas germinales (Van der Putten et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:6148-6152 (1985));
direccionamiento genético en células madre embrionarias (Thompson et al, Cell 56:313-321 (1989)); electroporacién
de embriones (Lo et al, Mol. Cell. Biol. 3:1803-1814 (1983)); y transferencia genética mediada por esperma
(Lavitrano et al, Cell 57:717-723 (1989)).

Por ejemplo, se pueden utilizar células embrionarias en distintos estadios de desarrollo para introducir transgenes
para la produccion de animales transgénicos. Se utilizan diferentes métodos dependiendo del estadio de desarrollo
de la célula embrionaria. El zigoto es una buena diana para la microinyeccion, y los métodos de microinyeccion del
zigoto son bien conocidos en la técnica (véase, la Patente de EE. UU. N.° 4.873.191 de Wagner et al). En el raton, el
pronucleo del macho alcanza un tamafo de aproximadamente 20 micrémetros de diametro lo que permite la
inyeccion reproducible de 1-2 picolitros (pl) de solucion de ADN. El uso de zigotos como diana para la transferencia
genética tiene la ventaja de que en la mayoria de los casos el ADN se incorporara en el genoma del hospedador
antes de la primera escision (Brinster et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:4438-4442 (1985)). Como consecuencia,
todas las células del animal no humano transgénico llevaran el transgén incorporado. Esto también se reflejara en
general en la transmisién eficaz del transgén a las crias del fundador ya que un 50 % de las células germinales
albergara el transgén.

Los animales transgénicos de la presente divulgacion también se pueden generar mediante la introduccion de
vectores de direccionamiento en células madre embrionarias ("ES"). Las células ES se obtienen mediante cultivo de
embriones pre-implantacion in vitro en condiciones adecuadas (Evans et al., Nature 292:154-156 (1981); Bradley et
al, Nature 309:255-258 (1984); Gossler et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83:9065-9069 (1986); y Robertson et al,
Nature 322:445-448 (1986)). Los transgenes se pueden introducir eficazmente en las células ES mediante
transfeccion de ADN utilizando varios métodos conocidos en la técnica que incluyen electroporacion, coprecipitacion
en fosfato calcico, fusién de protoplastos o esferoplastos, lipofeccion y transfeccion mediada por DEAE-dextrano.
Los transgenes también se pueden introducir en las células ES mediante transduccion mediada por retrovirus o
mediante microinyeccion. Dichas células ES transfectadas pueden a continuacion colonizar un embrién tras su
introduccion en el blastocele de un embriéon en estadio de blastocisto y contribuye a la linea germinal del animal
quimérico resultante (revisado en Jaenisch, Science 240:1468-1474 (1988)). Antes de la introduccién de las células
ES transfectadas en el blastocele, las células ES transfectadas se pueden someter a distintos protocolos de
seleccion para enriquecer las células ES que integren el transgén si el transgén proporciona un medio para dicha
seleccion. De manera alternativa, se puede utilizar una PCR para explorar las células ES que tengan integrado el
transgén. Esta técnica obvia la necesidad de cultivar las células ES transfectadas en condiciones selectivas
apropiadas antes de la transferencia al blastocele.

Ademas, también se puede utilizar la infeccion retrovirica para introducir transgenes en un mamifero no humano. El
embridon no humano en desarrollo se puede cultivar in vitro hasta el estadio de blastocisto. Durante este tiempo, los
blastdmeros pueden ser dianas para la infeccion retrovirica (Janenich, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 73:1260-1264
(1976)). El sistema de vector virico que se utiliza para introducir el transgén normalmente es un retrovirus deficiente
en replicacion que lleva el transgén (Jahner et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:6927-6931 (1985); Van der Putten et
al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:6148-6152 (1985)). La transfeccion se obtiene facil y eficazmente cultivando los
blastébmeros sobre una monocapa de células productoras de virus. De manera alternativa, se puede llevar la
infeccion en un estadio mas tardio. Los medios adicionales de utilizacién de vectores retroviricos para crear
animales transgénicos que se conocen en la técnica implican la microinyeccion de particulas retroviricas o células
tratadas con mitomicina C productoras de retrovirus en el espacio perivitelino de huevos fertilizados o embriones
tempranos (véase, la Publicacién PCT N.° WO 90/08832 de Onions).

La presente divulgacion proporciona mamiferos no humanos transgénicos que llevan el transgén en todas sus
células, asi como animales que llevan el transgén en algunas, pero no en todas sus células, es decir, la expresion
del transgén se controla mediante elementos promotores y/o amplificadores especificos de la célula situados
corriente arriba del transgén. Las construcciones de expresion o clonaciéon adecuadas para dirigir la expresion del

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2761280 T3

transgén en un mamifero no humano transgénico se conocen bien en la técnica. Otros componentes de la
construccion de expresion incluyen un sitio de poliadenilacion fuerte, sitios de endonucleasas de restriccion
apropiados, e intrones para asegurar que la transcripcion se corta y empalma.

Como se ha expuesto supra en relacion con la presente divulgacion, el polinucledtido que codifica un receptor de
células T que es especifico de una proteina fluorescente se pueden insertar en cualquier mamifero no humano. En
una realizacion de la presente divulgacion, el animal es un roedor, por ejemplo, un ratén. Las estirpes de raton
adecuadas que se utilizan cominmente en la generacién de modelos transgénicos incluyen sin limitacion, ratones
atimicos CD-I®, ratones NU/NU, ratones atimicos BALB/C, ratones BALB/C, ratones NIH-IlI, ratones SCID®, ratones
exogamicos SCID®, ratones SCID Beige, ratones C3H, ratones C57BL/6, ratones DBA/2, ratones FVB , ratones
CB17, ratones 129, ratones SJL, ratones B6C3F1, ratones BDF1, ratones CDF1, ratones CB6F1, ratones CF-1,
ratones Swiss Webster, ratones SKH1, ratones PGP, ratones y ratones B6SJL.

Los mamiferos transgénicos no humanos se seleccionan y evaluan para seleccionar los animales que tienen un
fenotipo, por ejemplo, células T que tienen receptores de células T que sean especificos de una proteina
fluorescente. La exploracion inicial se puede llevar a cabo utilizando la deteccion fluorescente o, por ejemplo, un
analisis de transferencia de Southern o técnicas de PCR para analizar las células animales para verificar que ha
tenido lugar la integracién del transgén. El nivel de expresion de ARNm del transgén en las células de los animales
transgénicos también se puede evaluar utilizando técnicas que incluyen, pero no se limitan a, deteccién de
fluorescencia, analisis de transferencia de Northern de muestras de tejido obtenidas del animal, analisis de
hibridacion in situ, y PCR de transcriptasa inversa (rt-PCR).

Para llevar a cabo este método de la presente divulgacion, se trasplanta un embrién transgénico en un mamifero no
humano seudogestante. El embrion es la mejor diana para la introduccion de un transgén por microinyeccion. El uso
de embriones como dianas para la transferencia genética tiene la ventaja principal de que en la mayoria de los casos
el ADN inyectado se incorporara en el gen hospedador antes de la primera escision (Brinster et al., "Factors
Affecting the Efficiency of Introducing Foreign DNA into Mice by Micro injecting Eggs," Proc. Nat'l Acad. Sci. USA
82:4438-4442 (1985)). Como consecuencia, todas las células del mamifero no humano transgénico llevaran el
transgén incorporado. Esto también se reflejara en general en la transmision eficaz del transgén a las crias del
fundador ya que un 50 % de las células germinales albergara el transgén.

Un medio disponible para la produccion de un mamifero no humano transgénico (por ejemplo, un ratén) es el
siguiente: Se cruzan ratones hembra, y los huevos fertilizados se disecan de sus oviductos. Los huevos se
almacenan en un medio apropiado tal como el medio M2 (Hogan et al, "Manipulating the Mouse Embryo, A
Laboratory Manual," Cold Spring Harbor Laboratory (1986)). Se purifica un ADN o ADNc del gen, minigén o un
sustrato recombinatorio codificante (tal como plasmidos) por métodos bien conocidos en la técnica. Los promotores
inducibles pueden fusionarse con la region codificante del ADN para proporcionar un medio experimental para
regular la expresion del transgén. De manera alternativa, o adicionalmente, los elementos reguladores especificos
del tejido se pueden fusionar con la region codificante para permitir la expresion especifica de tejido del transgén. El
ADN, en una solucién tampoén apropiada, se pone en una aguja de microinyeccion (que se puede hacer a partir de
un tubo capilar utilizando una pipeta extractora), y el huevo que se va a inyectar se pone en una depresion de un
portaobjetos. La aguja se inserta en el pronucleo del huevo, y se inyecta la soluciéon de ADN. El huevo inyectado se
transfiere entonces al oviducto de un mamifero no humano seudogestante (por ejemplo, un ratén estimulado con las
hormonas apropiadas para mantener la gestacion, pero que no esta gestante actualmente), donde progresa en el
utero, se implanta, y se desarrolla a término. Esta microinyeccion de ADN pronuclear es un método clasico para la
transferencia genética y se describe en Brem, Transgenic Animals pp. 745-832 (1993); y Hammer et al, "Production
of Transgenic Rabbits, Sheep and Pigs by Microinjection," Nature 315:680-683 (1985). El método basico de la
microinyeccion de ADN como se utiliza en los ratones se describe en Rulicke et al., "Germline Transformation of
Mammals by Pronuclear Microinjection," Experimental Physiology 85:589-601 (2000). Sin embargo, son necesarias
algunas modificaciones especificas de especie en la utilizacion de este método. Por ejemplo, en la recuperacion de
embriones, el procedimiento de microinyeccion y transferencia de los embriones inyectados a los receptores puede
necesitar una modificacion (Brem, Transgenic Animals pp. 745-832 (1993)). La microinyeccion de ADN no es el
Unico método para la insercion de ADN en la célula huevo y se utiliza aqui solo con fines a modo de ejemplo.

La etapa de introduccion de la construccion de expresion se puede llevar a cabo mediante varios métodos bien
conocidos en la técnica, que incluyen, pero no se limitan a (i) microinyeccion de genes en el prontcleo de huevos
fertilizados; (ii) transferencia de ADN mediante retrovirus; (iii) inyeccion de células madre embrionarias y/o células
germinales embrionarias, expuestas a un ADN ajeno, en la cavidad de los blastocistos; (iv) transferencia de ADN
exogeno mediada por esperma durante la fertilizacion in vitro; (v) transferencia de ADN mediada por liposomas en
las células y embriones; (vi) electroporacion de ADN en espermas, huevos, o embriones; (vii) biolistica; y (viii)
transferencia nuclear con células somaticas o embrionarias, que se describen en Wheeler et al, "Transgenic
Technology and Applications in Swine," Theriogenology 56:1345-1370 (2001); Wolf et al, "Transgenic Technology in
Farm Animals -Progress and Perspectives," Exp Physiol. 85.6:615-625 (2000).

En una realizacion, la construccion de acido nucleico se puede introducir en el embrién infectando el embrién con un
virus que contiene la construccion de acido nucleico. Se puede utilizar un retrovirus recombinante para suministrar
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un transgén de interés a una célula, por ejemplo, un oocito o una célula embrionaria, o un embrién de una célula. El
transgén y cualquiera de los elementos genéticos asociados se integran de esta manera en el genoma de la célula
hospedadora como un provirus. Se puede dejar entonces que la célula se desarrolle en un animal transgénico. El
embrion de mamifero no humano en desarrollo se puede cultivar in vitro hasta el estadio de blastocisto. Durante este
periodo, los blastémeros pueden ser las dianas para la inyeccion retrovirica (Jaenich, "Germ Line Integration and
Mendelian Transmission of the Exogenous Moloney Leukemia Virus," Proc Nat! Acad Sci USA 73:1260-1264
(1976)). La infeccion eficaz de los blastomeros se obtiene mediante tratamiento enzimatico para retirar la zona
peltcida (Hogan, et al, Manipulating the Mouse Embryo (1986)). El sistema de vector virico que se utiliza para
introducir el transgén normalmente es un retrovirus deficiente en replicacion que lleva el transgén (Jahner et al.,
"Insertion of the Bacterial gpt Gene into the Germ Line of Mice by Retroviral Infection," Proc. Natl Acad. Sci. USA
82:6927-6931 (1985); Van der Putten et al, "Efficient Insertion of Genes into the Mouse Germ Line via Retroviral
Vectors," Proc. Nat'l Acad. Sci. USA 82:6148-6152 (1985)). La transfeccion se obtiene facil y eficazmente cultivando
los blastdmeros sobre una monocapa de células productoras de virus (Van der Putten et al., "Efficient Insertion of
Genes into the Mouse Germ Line via Retroviral Vectors," Proc. Nat'l Acad. Sci. USA 82:6148-6152 (1985); Stewart et
al., "Expression of Retroviral Vectors in Transgenic Mice Obtained by Embryo Infection," EMBO J. 6:383-388 (1987)).
De manera alternativa, se puede llevar la infeccion en un estadio mas tardio. Se pueden inyectar virus o células
productoras de virus en el blastocele (Jahner et al, "De novo Methylation and Expression of Retroviral Genomes
during Mouse Embryogenesis," Nature 298:623-628 (1982)).

En otra realizacion, las construcciones de acido nucleico se pueden introducir en el embrién introduciendo una célula
madre embrionaria que contiene la construccion de acido nucleico en el embrién. Se pueden utilizar células madre
embrionarias ("ES") en distintos estadios de desarrollo para introducir transgenes. Se utilizan diferentes métodos
dependiendo del estadio de desarrollo de la célula embrionaria. Las células ES se pueden obtener de embriones
pre-implantacién cultivados in vitro y fusionadas con embriones (Evans et al.,, "Establishment in Culture of
Pluripotential Cells from Mouse Embryos," Nature 292:154-156 (1981); Gossler et al., "Transgenesis by Means of
Blastocyst-derived Embryonic Stem Cell Lines," Proc. Nat'l Acad. Sci. USA 83:9065-9069 (1986)). Los transgenes se
pueden introducir eficazmente en las células ES mediante transfeccién de ADN o mediante transduccién mediada
por retrovirus. De acuerdo con la presente divulgacion, dichas células ES transformadas pueden combinarse a
continuacién con blastocistos de un mamifero no humano. Las células ES colonizan a continuacion el embrion y
contribuyen a la linea germinal del animal quimérico resultante (Jaenisch, "Transgenic Animals," Science 240:1468-
1474 (1988)). Por ejemplo, un método que se puede utilizar es la inyeccion asistida por laser de células ES
endogamicas o hibridas en embriones en estadio de ocho células (Poueymirou et al., "FO Generation Mice Fully
Derived from Gene-targeted Embryonic Stem Cells Allowing Immediate Phenotypic Analyses," Nat. Biotech. 25:91-99
(2007)). Este método produce eficazmente ratones de generacion FO que se derivan completamente de células ES y
sanos, que presentan un 100 % de transmisién en la linea germinal y permite el analisis fenotipico inmediato,
acelerando enormemente la asignacion de la funcion genética.

Los animales que llevan el transgén se pueden seleccionar identificado los animales que llevan un gen indicador
contenido en la construccion transgénica. Dicha identificacion se puede llevar a cabo explorando una proteina
expresada por el gen. Por ejemplo, utilizando anticuerpos especificos de la proteina que se expresa. Los anticuerpos
también se pueden marcar quimica o radioactivamente para facilitar la deteccién. La etapa de identificacion también
se puede llevar a cabo por exploracion de un fenotipo transmitido por el gen (por ejemplo, fluorescencia). Dicha
identificacion se puede llevar a cabo adicionalmente mediante exploracion directa del gen, el producto genético o
una molécula de ARN producida por el gen utilizando técnicas de hibridacion de acido nucleico.

En una realizacion, el polinucleétido se expresa en al menos un precursor celular de una célula T.
En otra realizacion, el precursor celular es una célula madre.
En otra realizacién mas, la célula T es una célula T auxiliar madura o una célula T citotéxica madura.

Para llevar a cabo este método de la presente invencion, el embrion es un zigoto o un blastémero y la introduccion
del polinucleétido en el zigoto se lleva a cabo mediante microinyeccion y la introduccion del polinucledtido en el
blastémero es mediante infeccion retrovirica.

Un aspecto adicional de la presente divulgacion se refiere a un método de produccion de un mamifero no humano.
Este método implica la provision de una célula o nucleo de una célula somatica de mamifero no humano que
comprende una secuencia de polinucleétido que codifica un receptor de células T que es especifico de una proteina
fluorescente unido operativamente a un promotor; la insercién de la célula o nicleo de la célula somatica de
mamifero no humano en un oocito enucleado en condiciones adecuadas para la formaciéon de una célula
reconstituida; la activacion de la célula reconstituida; el cultivo del embrién hasta el estadio de desarrollo de mas de
2 células; y la transferencia del embrion cultivado en un mamifero hospedador de manera que el embrion se
desarrolle en un feto quimérico capaz de crecer hasta convertirse en un mamifero no humano.

La transferencia nuclear somatica para la generaciéon de mamiferos no humanos transgénicos se conocen bien
(véase, por ejemplo, Cibelli et al, "Bovine Chimeric Offspring Produced By Transgenic Embryonic Stem Cells
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Generated From Somatic Cell Nuclear Transfer Embryos," Theriogenology 49:236 (1998); Baguisi et al, "Production
of Goats by Somatic Cell Nuclear Transfer," Nature Biotechnology 17:456-461 (1999); Polejaeva et al, "New
Advances In Somatic Cell Nuclear Transfer: Application In Transgenesis," Theriogenology 53:117-126 (2000)).

La presente divulgacion también se refiere a un método no terapéutico la privacion de células en un mamifero no
humano. Este método implica la provisién de un mamifero no humano que expresa una proteina diana en uno o mas
tipos celulares y la introduccién en el mamifero no humano de una célula T aislada que comprende una construccion
de expresidon que comprende una secuencia de polinucledtido que codifica un receptor de células T que es
especifico de la proteina diana, en el que la célula T aislada ataca el uno o mas tipos celulares para la privacién del
uno o mas tipos celulares en el mamifero no humano.

Para llevar a cabo este método de la presente divulgacion, la proteina diana es, de acuerdo con una realizacion de la
presente divulgacion, una proteina fluorescente como se describe en el presente documento, y la secuencia de
polinucleétidos que codifica un receptor de células T que es especifico de antigeno para una proteina fluorescente.

De acuerdo con una realizacion de la presente divulgacion, para llevar a cabo el método de este aspecto de la
presente divulgacion, el uno o mas tipos celulares del mamifero no humano se privan aproximadamente un 50 %,
60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, o0 100 %.

Un aspecto adicional de la presente divulgacion se refiere a un método no terapéutico de caracterizacion de la
respuesta de células T frente a un agente. Este método implica la provision de un mamifero no humano transgénico
de acuerdo con la presente divulgacion; la introduccion en el mamifero no humano transgénico de un agente
seleccionado de entre el grupo que consiste en una vacuna, un virus, un agente patégeno, una célula trasplantada, y
una linea celular de cancer, en el que el agente comprende una proteina fluorescente y/o una secuencia que codifica
la proteina fluorescente; y el control de la interaccion entre el receptor de células T que es especifico de una proteina
fluorescente y el agente para caracterizar la respuesta de células T en el mamifero no humano transgénico.

Al llevar a cabo este método de la presente divulgacion, control de la interaccion entre el receptor de células T que
es especifico de una proteina fluorescente y el agente que se puede llevar a cabo detectando la localizacion y
concentracion de fluorescencia, o cambios en las localizaciones y/o concentraciones de fluorescencia. La
fluorescencia se puede detectar mediante observacion visual. De manera alternativa, la deteccién de fluorescencia
se puede llevar a cabo con un espectrofotémetro, o un sistema microscépico o macroscopico acoplado a una
camara o tubo fotomultiplicador. Acoplado con la instrumentacién apropiada, la lectura dptica puede seguir en tiempo
real en sistemas en vivo para obtener la informacion espaciotemporal (creacion de imagenes intracelulares
funcionales).

Estos aspectos de la presente invencion se ilustran adicionalmente mediante los ejemplos posteriormente.
Ejemplos

Los siguientes ejemplos se proporcionan para ilustrar las realizaciones de la presente invencion, pero no como un
medio para limitar su alcance.

Ejemplo 1 - Generacién de un ratén con un receptor de células T especifico de GFP (aGFP) restringido al
MHC clase |

Para crear un ratén con un TCR especifico de GFP, se utilizé una estrategia de transferencia nuclear de célula
somatica (SCNT). Se inmunizaron ratones BALB/c x C57BL/6 (B6CF1) con un vector de ADN que codifica la GFP. Al
utilizar el cruce BALB/c x C57BL/6, era posible inducir células T especificas de GFP que reconocen la GFP en el
alelo H-2K9. El alelo H-2K® permite el uso mas diverso de un raton con TCR especifico de antigeno ya que los
ratones BALB/c, ratones NOD, y ratones NOD/SCID todos tienen el alelo H-2K¢, y hay varias estirpes congénicas de
los ratones C57BL/6 con el haplotipo H-2KY, mas extraordinariamente los ratones B10.D2 y ratones B6.D2. Esto
significa que cualquier raton C57BL/6, incluyendo los que expresan GFP se pueden cruzar con B10.D2 o ratones
B6.D2 y toda la progenie F1 tendra el alelo H-2KY. El epitopo inmunodominante de la GFP presentado sobre H-2K¢
es conocido (GFP2p0-208) Y esto permite la deteccion de células T especificas de GFP que se van a determinar por
tincion tetramérica/pentamérica (FIG. 1).

Dos semanas después de la vacunacion con GFP, se clasificaron las células T CD8+ + pentamero GFP2go.20s-H-2K¢
con FACS a partir del bazo hasta > 99 % de pureza. Se llevd a cabo la SCNT transfiriendo el nicleo de una célula T
especifica de GFP a un oocito enucleado. Las ESC que resultaban de la SCNT se expandieron, y se confirmo que
las células llevaban el TCR reordenado. Las ESC TCR-GFP se inyectaron en los blastocitos, y se transfirieron los
embriones a hembras seudogestantes. Nacieron quince crias fundadoras, mostrando todas ellas una evidencia clara
de quimerismo basandose en el color del manto. Los analisis posteriores indicaban que, en cada ratén, al menos el
30 % de las células T especificas del pentamero GFPag.20s-H-2K? (FIG. 1), y el analisis PCR revel6 que el TCR
reordenado eran Val-J30 y VpM-DI-J1.6-Cl (Las FIG. 2-4 proporciona el ADNc y las secuencias de aminoacidos de
las cadenas alfa y beta).
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Ejemplo 2 - Transferencia de células T aGFP en ratones que expresan GFP en el bazo induce la destruccion
de esplenocitos GFP+

La capacidad de destruccion especifica de GFP de las células T se caracterizé en los ratones aGFP. Las células T
CD8+ se aislaron de los ratones aGFP o los ratones de control (B10D2), marcados con colorante eFluor670, y se
transfirieron a ratones B10D2 normales, o ratones que expresan GFP en un pequefio nimero de esplenocitos. Los
ratones se inmunizaron con GFP y tras 5 dias, se recolect6 el bazo y la frecuencia de células GFP+ se valoro
mediante microscopia de fluorescencia y mediante FACS (FIG. 6A). En los ratones que recibieron las células T
aGFP, las células GFP+ eran virtualmente indetectables indicando que las células T aGFP destruyeron los
esplenocitos que expresaban GFP. De manera importante, el colorante eFluor670 se diluyd completamente en
células T aGFP que se transfirieron en ratones que expresaban GFP (FIG. 6B), mientras que no habia dilucion
cuando las células T aGFP se transferian a los ratones de tipo silvestre. Tampoco habia diluciéon del colorante con
las células T CD8+ transferidas en ratones que expresaban GFP. Por lo tanto, los datos demuestran que las células
T aGFP proliferan en respuesta a la presentacion de GFP y destruyen las células que expresan la GFP.

Ejemplo 3 - Transferencia de células T aGFP en ratones MIP-GFP induce la destruccion de las células 8 que
expresan GFP y T1D

Se determiné a continuacion si las células T aGFP se podrian utilizar para inducir la destruccion de células B y
diabetes en ratones que expresan GFP especificamente en células B que producen insulina (ratones MIP-GFP). Las
células T CD8+ se recolectaron de ratones aGFP o controles B10D2, se transfirieron 3 x 108 células T aGFP en los
ratones MIP-GFP, y al dia siguiente los ratones se inmunizaron contra la GFP. Sorprendentemente, dentro de 6 dias,
los 4 ratones inyectados con células T especificas de GFP tenian niveles de glucosa > 250 mg/dl, indicando una
caida en el nivel de insulina (FIG. 7A). Por el contrario, los ratones MIP-GFP que recibieron las células T de control
todos eran normoglucémicos en todas las determinaciones.

Los ratones se sacrificaron a los 6 dias, y se evalué la masa de células 8 valorando las células positivas a la GFP.
En los ratones que recibieron las células T especificas de GFP y se vacunaron con GFP, no se encontraron células
positivas a GFP. Mientras que en los ratones que recibieron las células T de control, no se veia ninguna infiltracion
de células T, y la frecuencia de islotes que expresaban la GFP era comparable a los ratones MIP-GFP no tratados
(FIG. 7B). Estos resultados demuestran claramente que las células T aGFP pueden transferirse en ratones MIP-
GFP, destruyen las células B que expresan GFP, e inducen diabetes. Esto representa un nuevo modelo inducible y
especifico de antigeno de T1D. A sefalar, este es uno de los unicos modelos de T1D en el entorno C57BL/6 y el
Unico modelo de diabetes en el que se puede visualizar el antigeno de islote diana.

Conclusion de los ejemplos 1-3

Se ha inventado el primer raton con TCR especifico de antigeno que reconoce un gen indicador utilizado
comunmente, la proteina fluorescente verde (GFP). Ya que su aplicacién inicial como indicador en C. elegans
(Chalfie et al., "Green Fluorescent Protein as a Marker for Gene Expression, "Science 263:802-805 (1994)), la GFP
ha encontrado su camino en miles de aplicaciones diferentes y modelos animales, y se ha convertido en una
tecnologia invaluable para los inmundlogos, bidlogos tumorales, y virélogos (Chudakov et al., "Fluorescent Proteins
and their Applications In Imaging Living Cells and Tissues", Physiol. Rev. 90:1103-1163 (2010)). Sin embargo, la
GFP no se ha utilizado como modelo de antigeno inmunolégico. Hay muchos tipos de estudio que se haran posibles
mediante los ratones aGFP, que no eran concebibles previamente. A sefialar particularmente, estan: (1) la
capacidad de visualizar el antigeno, y la eliminacion de la células que contiene el antigeno, utilizando tecnologias de
creacion de imagenes de fluorescencia (citometria de flujo, microscopia, etc.); (2) la capacidad para utilizar reactivos
de GFP existentes, que incluyen virus que expresan GFP y ratones GFP; (3) la capacidad para inducir una respuesta
inmunitaria especifica de antigeno en virtualmente cualquier tipo celular para modelar las respuestas
autoinmunitarias; (4) la capacidad para estudiar respuestas inmunitarias contra diferentes agentes patégenos que
expresen GFP y agentes patdogenos mutantes; y (5) la capacidad para visualizar el antigeno y marcar las células que
presentan el antigeno para estudios de creacién imagenes de células vivas o de las respuestas de células T
especificas de antigeno.

Por ejemplo, una cuestién principal en inmunologia es como interactian las células T con una célula diana particular
que esta presentando su antigeno. Debido a que hay cientos de modelos de ratdn que expresan GFP en diferentes
tipos celulares (The Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME) vende mas de 400 estirpes diferentes que expresan GFP),
se pueden recolectar células T aGFP de los ratones, y transferirlas en uno de los ratones que expresan GFP, y
determinar qué ocurre con las células T (por ejemplo, ¢se convierten en activadas? ;Se han eliminado o estan
anérgicas?), y qué ocurre con las células (s se han destruido?). El hecho de que las células diana expresen GFP
hace que esto ultimo sea particularmente facil de evaluar. Con la capacidad para transferir células aGFP en muchos
ratones diferentes, los inmundlogos seran capaces de encontrar células que promuevan tolerancia e inmunidad,
desarrollar potencialmente vacunas que se dirigen a estas células para inducir inmunidad o tolerancia.

Ademas de estudiar las respuestas inmunitarias, también se propone que los ratones aGFP se pueden utilizar como
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un medio para la eliminacién especifica de células para los estudios de pérdida de funcién. Es decir, las células T
aGFP se pueden transferir en un ratén que exprese la GFP en un tipo celular particular en el que no se conoce o no
se conoce completamente la funcion. Esto dara como resultado la destruccion de las células que expresan GFP, y
se puede evaluar el fenotipo del ratdn para determinar la consecuencia de la destruccién de las células particulares.

Todas las caracteristicas descritas en el presente documento (incluyendo cualquiera de las reivindicaciones
adjuntas, resumen y dibujos), y/o todas las etapas de cualquiera de los métodos o procedimientos desvelados, se

pueden combinar con cualquiera de los aspectos anteriores en cualquier combinacion, excepto las combinaciones
en las que al menos algunas de dichas caracteristicas y/o etapas se excluyan mutuamente.
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agatggtgga gagtcactgt tgtgattget agcaaagetg ctttttatgt ttcctatagy &80
agatgtgaaa acttatgaac acaactatat gagtttagga ttgagaatet aaatccacag 120
tgaagaggga agaggagaga atgaaatcct tgagtgttte actagtggte ctgtggotee 130
aggtaaactg cgtgaggagc cagcagaagg tgcagcagag cccagaatcc ctcagtgtee 240
cagagggagg catggectct ttcaactgea cttcaagtga tcocgtaatttt cagtacttet 300
ggtggtacag acagcattct ggagaaggcc ccaaggcact gatgtcaatc ttctctgatyg 360
gtgacaagaa agaaggcaga ttcacagctc acctcaataa ggccagcectg catgtttcece 420
tgeacatcag agacteoccag cocagtgact cegoteteta cttctgtgea getagteatg 480
acacaaatge ttacaaagte atctttggaa aagggacaca tcottecatgtt ctecctaaca 540
toecagaacee agaacetget gtgtaccagt taaaagatce toeggtcotcag gacageacce 600
tctgeooctgtt caccgacttt gactcccaaa tcaatgtgec gaaaaccatg gaatctggaa 660
cgttcatcac tgacaaaact gtgctggaca tgaaagctat ggattccaag agcaatgggg 720
ccattgcectg gagcaaccag acaagcttca cctgcocaaga tatcttcaaa gagaccaacy 780
ccacctacce cagttecagac gttceectgtg atgeocacgtt gactgagaaa agetttgaaa 840
cagatatgaa cctaaacttt caaaaccetgt cagttatggg actocgaate ctoctgetga 900
aagtageogg atttaacctyg ctcatgacge tgaggetgtyg gtecagttga ggteotgeaag 960
actgacagag cctgactccc aagctcecatc ctcctcacce ctcocgectoet tettcaagec 1020
aaaaggagcc ctcccacctc gtcaagacgg ctgtctgggg tctggttgge cctgattcac 1080
aatcccacct ggatctccca gatttgtgag gaaggttget ggagagctaa geactgctge 1140
cgeacccact cageteccte actgetgetg accattcaca aaaaacggea ggggegggge 1200
ttctcoctgga tctgaagacc cctccoccat ggcagactcc coctgtaaaat ctcttggaga 1260
atgttgtaaa aaaaatatcg gttgtttttt gttttttttt tttttgeggg tttatttttt 1320
taagcatcca tgaagaaatyg catattactc tttcatcaag gtgtagaaat tatctcattg 1380
tetagaceet ¢ctgetactyg tgtgtattga gecacattgt atattattet getgtecatg 1440
acatcattaa aggtgattca gaaa 1454
<210> 2
<211> 269
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 2
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REIVINDICACIONES

1. Un ratén transgénico cuyo genoma comprende una secuencia de polinucleétido que codifica un receptor de
células T que es especifico de una proteina fluorescente, en donde el receptor de células T reconoce la proteina
fluorescente en un alelo H-2K? y en donde una célula T del ratén comprende el receptor de células T.

2. El ratén transgénico de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que la proteina fluorescente es una proteina
fluorescente verde o una proteina fluorescente amarilla o en el que la proteina fluorescente comprende la SEQ ID
NO: 5.

3. El ratén transgénico de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la secuencia de polinucleétido comprende la
secuencia de polinucledtido seleccionada de entre el grupo que consiste en la SEQ ID NO: 1, la SEQ ID NO: 3 y
tanto la SEQ ID NO: 1 como la SEQ ID NO: 3.

4. El raton transgénico de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el receptor de células T comprende la secuencia
de aminoacidos seleccionada de entre el grupo que consiste en la SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4 y tanto la SEQ ID
NO: 2 como la SEQ ID NO: 4.

5. Una célula T aislada del ratén transgénico de la reivindicacion 1, en el que la célula T comprende un receptor de
células T especifico de una proteina fluorescente y en el que el receptor de células T reconoce la proteina
fluorescente en un alelo H-2K4.

6. Una célula T aislada de ratéon que comprende una secuencia de polinucleétido que codifica un receptor de células
T que es especifico de una proteina fluorescente, en donde el receptor de células T reconoce la proteina
fluorescente en un alelo H-2K¢, y opcionalmente en donde la proteina fluorescente es una proteina fluorescente
verde o una proteina fluorescente amarilla o en donde la proteina fluorescente comprende la SEQ ID NO: 5.

7. La célula T aislada de acuerdo con la reivindicacién 6, en la que la secuencia de polinucleétido comprende la
secuencia de polinucledtido seleccionada de entre el grupo que consiste en la SEQ ID NO: 1, la SEQ ID NO: 3 y
tanto la SEQ ID NO: 1 como la SEQ ID NO: 3.

8. La célula T aislada de acuerdo con la reivindicacion 6, en donde el receptor de células T comprende la secuencia
de aminoacidos seleccionada de entre el grupo que consiste en la SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4 y tanto la SEQ ID
NO: 2 como la SEQ ID NO: 4.

9. Un método para producir un ratén transgénico, comprendiendo dicho método:

introducir una construccion de expresion en un embrién de ratén para producir un embridén transgénico,
comprendiendo dicha construccidon de expresion una secuencia de polinucleétido que codifica un receptor de
células T que es especifico de una proteina fluorescente unida operativamente a un promotor, en donde el
receptor de células T reconoce la proteina fluorescente en un alelo H-2K¢;

trasplantar el embrion transgénico en un ratdon seudogestante;

permitir que el embrién transgénico se desarrolle a término; y

aislar al menos una cria transgénica que contenga el polinucleétido.

10. ElI método de acuerdo con la reivindicacién 9, en el que el polinucleétido se expresa en al menos una célula
precursora de células T, opcionalmente en donde la célula precursora es una célula madre o en donde la célula T es
una célula T citotéxica madura.

11. El método de acuerdo con la reivindicacion 9, en el que el embridon es un zigoto o un blastdmero y dicha
introduccion del polinucledtido en el zigoto se lleva a cabo mediante microinyecciéon y dicha introduccion del
polinucleétido en el blastdbmero es mediante infeccion retrovirica.

12. Un método de produccién de un ratén, comprendiendo dicho método:

proporcionar una célula somatica o un nucleo celular de ratén que comprenden una secuencia de polinucleétido
que codifica un receptor de células T que es especifico de una proteina fluorescente unida operativamente a un
promotor, en donde el receptor de células T reconoce la proteina fluorescente en un alelo H-2K¢;

insertar la célula somatica o el nucleo celular de ratén en un oocito enucleado en condiciones adecuadas para la
formacion de una célula reconstituida;

activar la célula reconstituida para formar un embrién;

cultivar el embrion hasta mas del estadio de desarrollo de 2 células; y

transferir el embrién cultivado en un ratén hospedador de manera que el embridon se desarrolle dando un feto
quimérico capaz de crecer hasta dar un ratén.

13. Un método no terapéutico de privacion de células en un ratéon, comprendiendo dicho método:
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proporcionar un ratén que exprese una proteina fluorescente en uno o mas tipos celulares e

introducir en el ratén una célula T aislada que comprende una construccién de expresién que comprende una
secuencia de polinucleétido que codifica un receptor de células T que es especifico de una proteina fluorescente,
en donde el receptor de células T reconoce la proteina fluorescente en el alelo H-2K¢

en donde la célula T aislada ataca al uno o mas tipos celulares para mermar el uno o mas tipos celulares en el
raton.

14. El método de acuerdo con la reivindicacion 13, en el que la proteina fluorescente es una proteina fluorescente
verde o una proteina fluorescente amarilla, opcionalmente en el que la proteina fluorescente comprende la SEQ ID
NO: 5.

15. Un método no terapéutico de caracterizacion de una respuesta de células T frente a un agente, comprendiendo
dicho método:

proporcionar un ratén transgénico de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4;

introducir en el ratén transgénico un agente seleccionado de entre el grupo que consiste en una vacuna, un virus,
un agente patégeno, una célula trasplantada y una linea celular de cancer, en donde el agente comprende una
proteina fluorescente y/o una secuencia que codifica la proteina fluorescente; y

controlar la interaccion entre el receptor de células T que es especifico de una proteina fluorescente y el agente
para caracterizar la respuesta de células T en el raton transgénico.
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Células T CD8+ de control Células T CD8+ aGFP
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