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(57) Resumo:

SAO DISPONIBILIZADOS RATINHOS GENETICAMENTE MODIFICADOS QUE EXPRESSAM
SEQUENCIAS VARIAVEIS &#923; HUMANAS (HV&#923;), INCLUINDO RATINHOS QUE
EXPRESSAM SEQUENCIAS HV&#923; A PARTIR DE UM LOCUS &#923; ENDOGENO DE CADEIA
LEVE DE RATINHO, RATINHOS QUE EXPRESSAM SEQUENCIAS HV&#923; A PARTIR DE UM
LOCUS &#922; ENDOGENO DE CADEIA LEVE DE RATINHO E RATINHOS QUE EXPRESSAM
SEQUENCIAS HV&#923; A PARTIR DE UM TRANSGENE OU DE UM EPISSOMA, EM QUE A
SEQUENCIA HV&#923; ESTA LIGADA A UMA SEQUENCIA CONSTANTE DE RATINHO. SAO
DISPONIBILIZADOS RATINHOS QUE CONSTITUEM UMA FONTE DE SEQUENCIAS VARIAVEIS
&#923; HUMANAS MUTADAS SOMATICAMENTE UTEIS PARA PRODUZIR PROTEINAS DE
LIGACAO A ANTIGENIO. SAO DISPONIBILIZADAS COMPOSIGOES E METODOS PARA PRODUZIR
PROTEINAS DE LIGAC}AO A ANTIGENIO QUE COMPREENDEM SEQUENCIAS VARIAVEIS &#923;
HUMANAS, INCLUINDO ANTICORPOS HUMANOS.
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RESUMO

“Ratinhos expressando uma cadeia leve hibrida de
imunoglobulina”
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Sdo disponibilizados ratinhos geneticamente modificados
que expressam sequéncias varidveis A humanas (hVA), incluindo
ratinhos que expressam sequéncias hVA a partir de um locus A
enddgeno de cadeia leve de ratinho, ratinhos que expressam
sequéncias hVA a partir de um locus k enddgeno de cadeia leve
de ratinho e ratinhos que expressam sequéncias hVA a partir de
um transgene ou de um epissoma, em que a sequéncia hVA esté
ligada a uma sequéncia constante de ratinho. S&ao
disponibilizados ratinhos que constituem uma fonte de
sequéncias variaveis A humanas mutadas somaticamente Uteis
para produzir ©proteinas de ligacdo a antigénio. S&ao
disponibilizadas composicdes e métodos para produzir proteinas
de ligacdo a antigénio que compreendem sequéncias variaveis A

humanas, incluindo anticorpos humanos.
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DESCRICAO

“Ratinhos expressando uma cadeia leve hibrida de
imunoglobulina”

CAMPO

Ratinhos geneticamente modificados que compreendem um
segmento génico de regido varidvel de cadeia leve A de
imunoglobulina humana (hVA) ndo rearranjado e um segmento
génico de juncdo A humano (hJA) ligados funcionalmente a uma
regido constante de cadeia leve kappa (x) de ratinho. Ratinhos
geneticamente modificados que expressam anticorpos
compreendendo uma cadeia leve de imunoglobulina compreendendo
uma sequéncia VA-JA humana rearranjada e uma sequéncia Ck de

ratinho.
ANTECEDENTES

Os ratinhos que expressam anticorpos totalmente humanos,
ou parcialmente humanos e ©parcialmente de ratinho, sé&o
conhecidos na técnica. Por exemplo, foram referidos ratinhos
transgénicos que expressam anticorpos totalmente humanos a
partir de transgenes contendo genes de regides variaveis de
cadeia leve e cadeia pesada de imunoglobulinas humanas.
Ratinhos geneticamente modificados que compreendem uma
substituicdo dos segmentos génicos de regido variavel de cadeia
pesada (HCVR) e dos segmentos génicos de regido varidvel de
cadeia leve kappa (x) (LCVR) enddgenos de ratinho por segmentos
génicos HCVR e LCVR humanos e gue produzem anticorpos
quiméricos com uma cadeia kappa quimérica humana/ratinho

também s&do conhecidos.

As cadeias leves dos anticorpos sdo codificadas por um de
dois loci separados: kappa (k) e lambda (A). As cadeias leves
dos anticorpos de ratinho sdo essencialmente do tipo k. A razédo
de utilizacdo de cadeias leves kK para A nos seres humanos é de
cerca de 60:40, ao passo que nos ratinhos é de cerca de 95:5.
A utilizacdo tendenciosa de cadeias leves x nos ratinhos é
alegadamente conservada em ratinhos geneticamente modificados
capazes de expressar anticorpos total ou parcialmente humanos.
Assim, 0os ratinhos que expressam anticorpos total ou
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parcialmente humanos parecem estar limitados na utilizacédo de

regides variaveis lambda.

H4 necessidade na técnica de produzir regides variaveis
lambda, sejam elas de ratinho ou humanas, para utilizar na
preparacdo de proteinas de ligacdo a epitopos. H& necessidade
na técnica de dispor de ratinhos que expressem anticorpos total
ou parcialmente humanos, em que o0s ratinhos apresentem uma
maior utilizacdo de regides varidveis lambda (VA).

H4 necessidade na técnica de dispor de ratinhos que
expressem anticorpos total ou parcialmente humanos, em que oS
ratinhos apresentem uma maior utilizacdo de regides varidveis
A (VA). WO 00/26373 refere-se a expressdo murina do locus A de
Ig humanas.

SUMARIO

O invento no seu sentido mais amplo é conforme definido
nas reivindicacdes independentes. Sdo divulgados ratinhos,
embrides, células e tecidos geneticamente modificados, assim
como construcdes de 4acidos nucleicos para modificar os
ratinhos, e métodos e composicdes para produzi-las e utilizé-
las. S&o disponibilizados ratinhos e células gue geram regides
variaveis lambda (A) humanas no contexto de uma cadeia leve
kappa (x) de ratinho conforme exposto nas reivindicacgdes. Sé&o
também divulgados ratinhos e células que geram regides
varidveis A humanas no contexto de uma cadeia leve x ou uma
cadeia leve A, por exemplo, a partir de um locus enddbgeno de
cadeia leve de ratinho. S&o igualmente divulgados métodos para
produzir anticorpos que compreendem regides varidveis lambda.
Métodos para selecionar cadeias pesadas que sSdo expressas com
regides varidveis lambda cognatas sdo também divulgados.

Sdo divulgadas proteinas de ligacdo a antigénio (por
exemplo, anticorpos) quiméricas e humanas, e o0s seus acidos
nucleicos codificantes, que compreendem regides variaveis
mutadas somaticamente, incluindo anticorpos gque possuem
cadeias leves compreendendo um dominio varidvel derivado de um
VA humano e um segmento génico JA humano fundidos com um
dominio constante de cadeia leve kappa de ratinho.



EP 2 480 676/PT

O presente invento disponibiliza um ratinho compreendendo
um segmento génico de regido variadvel de cadeia leve A de
imunoglobulina humana (hVA) ndo rearranjado e um segmento
génico de jung¢do A humano (hJA) que estdo ligados
funcionalmente a um segmento génico de regido constante de
cadeia leve kappa (Ck) de imunoglobulina de ratinho ao nivel
de um locus k enddbgeno de cadeia leve de imunoglobulina de
ratinho, em qgue, ao nivel do referido 1locus, o elemento
amplificador intrdénico k a montante do gene Cx (designado por
Exi) e o amplificador 3'k a jusante do gene Cx (designado por
Ex3') s&d&o mantidos, onde o ratinho expressa um anticorpo
compreendendo uma cadeia leve que contém uma sequéncia VA-JA
humana rearranjada e uma sequéncia Cx de ratinho.

O invento disponibiliza ainda:

uma célula isolada que expressa um anticorpo
compreendendo uma cadeia leve gque contém uma sequéncia VA-JA
humana rearranjada e uma sequéncia Cx de ratinho, em qgque a
célula provém, ou pode ser obtida, do ratinho de acordo com
qualguer uma das reivindicacdes anteriores, e em que a célula
compreende um hVA e um hJA que estdo ligados funcionalmente a
um segmento génico Cx de ratinho ao nivel de um locus k enddgeno
de cadeia leve de imunoglobulina de ratinho, em que, ao nivel
do referido 1locus, o elemento amplificador intrdénico xkx a
montante do gene Cx (designado por Exi) e o amplificador 3'xk
a jusante do gene Ck (designado por Ex3') sdo mantidos;

uma célula-tronco embrionaria (CTE) de ratinho isolada
compreendendo um segmento génico de regido varidvel de cadeia
leve A de imunoglobulina humana (hVA) nédo rearranjado e um
segmento génico de Jjuncdo A humano (hJA) gque estdo ligados
funcionalmente a um segmento génico Cx de ratinho ao nivel de
um locus x enddgeno de cadeia leve de imunoglobulina de
ratinho, em que, ao nivel do referido locus, o elemento
amplificador intrdénico x a montante do gene Cx (designado por
Exi) e o amplificador 3'k a jusante do gene Cx (designado por
Ex3') s&do mantidos;

um embrido de ratinho compreendendo, produzido a partir,
ou que pode ser obtido a partir, da referida célula CTE de
ratinho, em que o embrido de ratinho compreende um segmento
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génico de regido varidvel de cadeia leve A de imunoglobulina
humana (hVA) ndo rearranjado e um segmento génico de juncdo A
humano (hJA) que estdo ligados funcionalmente a um segmento
génico Cxk de ratinho ao nivel de um locus k endbgeno de cadeia
leve de imunoglobulina de ratinho, em que, ao nivel do referido
locus, o elemento amplificador intrdénico x a montante do gene
Cx (designado por Exi) e o amplificador 3'k a jusante do gene
Cx (designado por Ex3') sdo mantidos;

um hibridoma compreendendo uma sequéncia génica de cadeia
leve de imunoglobulina rearranjada derivada do ratinho do
invento, em que a sequéncia rearranjada compreende um segmento
génico hVA, um segmento génico hJA ligados funcionalmente a um
segmento génico Ck de ratinho ao nivel de um locus x enddgeno
de cadeia leve de imunoglobulina de ratinho, em que, ao nivel
do referido 1locus, o elemento amplificador intrdénico x a
montante do gene Cx (designado por Exi) e o amplificador 3'x
a jusante do gene Cx (designado por Ex3') sdo mantidos, e onde
o0 hibridoma expressa um anticorpo compreendendo uma cadeia
leve que contém uma sequéncia VA-JA humana rearranjada e uma

sequéncia Cx de ratinho; e

a utilizacdo de uma célula B do invento para produzir um
hibridoma compreendendo uma sequéncia génica de cadeia leve de
imunoglobulina rearranjada derivada do ratinho de acordo com
a reivindicacdo 1, em gque a sequéncia rearranjada compreende
um segmento génico hVA, um segmento génico hJA 1ligados
funcionalmente a um segmento génico Cx de ratinho ao nivel de
um locus x enddgeno de cadeia leve de imunoglobulina de
ratinho, em que, ao nivel do referido locus, o elemento
amplificador intrdénico x a montante do gene Cx (designado por
Exi) e o amplificador 3'k a jusante do gene Cx (designado por
Ex3') sdo mantidos, e onde o hibridoma expressa um anticorpo
compreendendo uma cadeia leve gque contém uma sequéncia VA-JA
humana rearranjada e uma sequéncia Cxkx de ratinho.

O presente invento disponibiliza adicionalmente um
ratinho compreendendo:

(a) 12 a 40 segmentos génicos de regido varidvel de cadeia
leve A de imunoglobulina humana (hVA) n&o rearranjados e pelo
menos um segmento génico JA humano (hJA) gque estdo ligados
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funcionalmente a um gene Ck de ratinho ao nivel de um locus k
enddgeno de cadeia leve de imunoglobulina de ratinho, em que,
ao nivel do referido locus, o elemento amplificador intrdénico
K a montante do gene Ck (designado por Exi) e o amplificador
3'k a jusante do gene Cx (designado por Ex3') sdo mantidos; e

(b) uma sequéncia de &cidos nucleicos intergénica Vk-Jk
humana localizada entre os 12 a 40 segmentos génicos de regido
variavel de cadeia leve de imunoglobulina humana e a pelo menos
uma sequéncia de acidos nucleicos JA humana;

em que o ratinho expressa um anticorpo que compreende uma
cadeia leve contendo uma sequéncia VA-JA humana rearranjada e
uma sequéncia Ck de ratinho.

O presente invento proporciona ainda um método para
produzir um anticorpo num ratinho, em que o método compreende:
(a) expor um ratinho do invento a um antigénio; (b) permitir
que o ratinho desenvolva uma resposta imune ao antigénio; e
(c) disolar a partir do ratinho de (b) um anticorpo gue
reconhece especificamente o antigénio, ou isolar a partir do
ratinho de (b) uma célula compreendendo um dominio de
imunoglobulina gue reconhece especificamente o antigénio, em
que o anticorpo compreende uma cadeia leve derivada de um
segmento génico VA humano, um segmento génico JA humano e um
gene Cx de ratinho.

Sdo divulgados anticorpos que compreendem (a) um dominio
variadvel de cadeia pesada humana (hVy) fundido com uma regiéo
constante de cadeia pesada de ratinho e (b) um VA humano
fundido com um dominio Cr de ratinho; incluindo onde um ou mais
dos dominios variaveis sdo mutados somaticamente, por exemplo,
durante a selecdo de anticorpos ou de células imunes num
ratinho do invento. O hVA nd&o rearranjado e o hJA néo
rearranjado estdo ligados funcionalmente a uma regido
constante x (Cx) humana ou de ratinho.

E também descrito um ratinho que compreende na sua linha
germinal, ao nivel de um locus enddgeno de cadeia leve de
ratinho, uma sequéncia de regido varidvel de cadeia leve A

humana, em gque a sequéncia de regido variadvel lambda humana é
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expressa numa cadeia leve que compreende uma sequéncia génica
de regido constante de imunoglobulina de ratinho.

O locus enddgeno de cadeia leve de ratinho é um locus k.

Num aspeto, o ratinho ¢ desprovido de uma sequéncia
variavel de cadeia leve enddgena ao nivel do locus enddgeno de
cadeia leve de ratinho.

Num aspeto, todos ou praticamente todos o0s segmentos
génicos de regido varidvel de cadeia leve de ratinho enddgenos
sdo substituidos por um ou mais segmentos génicos de regido

varidvel A humana.

Num aspeto, a sequéncia de regido variédvel de cadeia leve
A humana compreende uma sequéncia JA humana. Num aspeto, a
sequéncia JA humana ¢é selecionada entre o grupo constituido
por JAl, JA2, JA3, JAT7 e uma sua combinacéo.

Num aspeto, a sequéncia de regido variédvel de cadeia leve
A humana compreende um fragmento do cluster A do locus de
cadeias leves humanas. Num aspeto especifico, o fragmento do
cluster A do locus A de cadeias leves humanas estende-se de
hVA3-27 a hVA3-1.

Num aspeto, a sequéncia de regido varidvel de cadeia leve
A humana compreende um fragmento do cluster B do locus de
cadeias leves humanas. Num aspeto especifico, o fragmento do
cluster B do locus A de cadeias leves humanas estende-se de
hVA5-52 a hVAl-40.

Num aspeto, a sequéncia de regido variavel de cadeia leve
A humana compreende um fragmento gendémico de cluster A e um
fragmento gendémico de cluster B. Num aspeto, a sequéncia de
regido varidvel de cadeia leve A humana compreende pelo menos
um segmento génico de cluster A e pelo menos um segmento génico

de cluster B.

Num aspeto, mais de 10% do repertdrio de cadeias leves
naive do ratinho ¢ derivado de pelo menos dois segmentos
génicos hVA selecionados entre 2-8, 2-23, 1-40, 5-45 e 9-49.
Num aspeto, mais de 20% do repertdrio de cadeias leves naive
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do ratinho é derivado de pelo menos trés segmentos génicos hVA
selecionados entre 2-8, 2-23, 1-40, 5-45 e 9-49. Num aspeto,
mais de 30% do repertdrio de cadeias leves naive do ratinho é
derivado de pelo menos quatro segmentos génicos hVA
selecionados entre 2-8, 2-23, 1-40, 5-45 e 9-49.

E também divulgado um ratinho que expressa uma cadeia
leve de imunoglobulina que compreende uma sequéncia VA-JA
humana rearranjada e uma sequéncia Cx de ratinho, em gque o
ratinho apresenta uma razdo de utilizacdo kx para utilizacdo A
de cerca de 1:1.

Num aspeto, a cadeia leve de imunoglobulina é expressa a
partir de um locus enddgeno de cadeia leve de ratinho.

E também divulgado um ratinho que compreende uma sequéncia
de regido variavel de cadeia leve A (VA) e pelo menos uma
sequéncia J (J), contiguas a uma sequéncia de regido constante
de cadeia leve x de ratinho.

Num aspeto, o ratinho é desprovido de um segmento génico
Vk de ratinho e/ou Jk de ratinho funcional.

Num aspeto, o VA é um VA humano (hVA) e o J é um JA humano
(hJA) . Num aspeto, o hVA e o hJA sdo segmentos génicos né&o

rearranjados.

Num aspeto, o ratinho compreende uma pluralidade de
segmentos génicos hVA ndo rearranjados e pelo menos um segmento
génico hJA. Num aspeto especifico, a pluralidade de segmentos
génicos hVA ndo rearranjados consiste em pelo menos 12
segmentos génicos, pelo menos 28 segmentos génicos ou pelo
menos 40 segmentos génicos.

Num aspeto, o pelo menos um segmento génico hJa &
selecionado entre o grupo constituido por JAl, JA2, JA3, JA7
e uma sua combinacéio.

Num aspeto, um locus A enddgeno de cadeia leve de ratinho
¢ eliminado na totalidade ou em parte.
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Num aspeto, a sequéncia de regido constante de cadeia
leve k de ratinho encontra-se num locus k enddgeno de cadeia

leve de ratinho.

Num aspeto, cerca de 10% a cerca de 45% das células B do
ratinho expressam um anticorpo que compreende uma cadeia leve
compreendendo um dominio variavel de cadeia leve A humana (VA)
e um dominio constante de cadeia leve kx de ratinho (Ck).

Num aspeto, o dominio varidvel A humano é derivado de uma
sequéncia hVA/hJAN rearranjada selecionada entre o grupo
constituido por 3-1/1, 3-1/7, 4-3/1, 4-3/7, 2-8/1, 3-9/1, 3-
10/1, 3-1013, 3-10/7, 2-14/1, 3-19/1, 2-23/1, 3-25/1, 1-40/1,
1-40/2, 1-40/3, 1-40/7, 7-43/1, 7-43/3, 1-44/1, 1-44/7, 5-
45/1, 5-45/2, 5-45/7, 7-46/1, T7-46/2, T7-46/7, 9-49/1, 9-49/2,
9-49/7 e 1-51/1.

Num aspeto, o ratinho compreende adicionalmente uma
regido intergénica Vk-Jk humana de um locus kx de cadeia leve
humano, em que a regido intergénica Vk-Jk humana é contigua a
sequéncia VA e a sequéncia J. Numa concretizacdo especifica,
a regido intergénica Vx-Jx humana é colocada entre a sequéncia
VA e a sequéncia J.

E também divulgado um ratinho que expressa um anticorpo
compreendendo uma cadeia leve que compreende uma sequéncia

variavel A e uma sequéncia constante k.

Num aspeto, o ratinho apresenta uma razido de utilizacédo
K para utilizacdo A de cerca de 1:1.

Num aspeto, uma populacdo de células B imaturas obtidas
da medula ¢6ssea do ratinho apresenta uma razdo de utilizacéo
K para utilizacdo A de cerca de 1:1.

E também divulgado um ratinho geneticamente modificado,
em que o ratinho compreende um VA de imunoglobulina né&o
rearranjado e um segmento génico JA ligados funcionalmente a
um locus de cadeia leve de ratinho que compreende um gene Cp
de ratinho.
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Os segmentos génicos VA e JA sdo segmentos génicos
humanos.

Num aspeto, o locus endbgeno de cadeia leve de ratinho é
um locus x de cadeia leve.

Os segmentos génicos JA e VA ndo rearranjados estdo num
locus kappa enddégeno de cadeia leve de ratinho.

Num aspeto, o ratinho compreende adicionalmente uma
substituicdo de um ou mais segmentos génicos V, D e/ou J de
cadeia pesada por um ou mais segmentos génicos V, D e/ou J
humanos ao nivel de um locus enddgeno de cadeia pesada de
imunoglobulina de ratinho.

0 ratinho compreende  um segmento génico VA de
imunoglobulina humana ndo rearranjado e um segmento génico JA
num locus k enddgeno de cadeia leve de ratinho que compreende
um gene Ck de ratinho.

O locus de genes varidveis de cadeias leves (o “locus
Vk”) compreende pelo menos um segmento génico VA humano (hVA)
e pelo menos um segmento génico JA humano (hJA). Noutro aspeto,
o locus Vk compreende até quatro segmentos génicos hJA. Numa
concretizacdo, o locus Vi compreende uma sequéncia contigua
compreendendo uma sequéncia gendmica A humana, conforme

exposto nas reivindicacdes.

Num aspeto, o locus k compreende até quatro segmentos
génicos hJA. Num aspeto, o locus K compreende pelo menos um
hVA e pelo menos um hJA, e é desprovido ou substancialmente
desprovido de um segmento génico de regido Vk funcional e é
desprovido ou substancialmente desprovido de um segmento
génico de regido Jxk funcional. Num aspeto, o ratinho néo
compreende nenhum segmento génico de regido Vk funcional. Num
aspeto, o ratinho nédo compreende nenhum segmento génico de

regido Jx funcional.

Num aspeto, o locus Vk compreende uma pluralidade de
segmentos hVA. Num aspeto, a pluralidade de segmentos hVA &
selecionada de forma a resultar na expressdo de um repertdrio

de regides variaveis de cadeia leve A que reflita cerca de
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10%, cerca de 20%, cerca de 30%, cerca de 40%, cerca de 50%,
cerca de 60%, cerca de 70%, cerca de 80% ou cerca de 90% ou
mais da utilizacdo VA observada num ser humano. Num aspeto, o
locus Vk compreende o0s segmentos génicos hVA 1-40, 1-44, 2-8,
2-14, 3-21 e uma sua combinacé&o.

Num aspeto, os segmentos hVA incluem 3-1, 4-3, 2-8, 3-9,
3-10, 2-11 e 3-12. Num aspeto especifico, o locus Vk compreende
uma sequéncia contigua do locus A de cadeia leve humano que
abrange de VA3-12 a VA3-1. Num aspeto, o locus Vi compreende
pelo menos 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 ou 12 segmentos hVA.
Num aspeto especifico, os hVA incluem 3-1, 4-3, 2-8, 3-9, 3-
10, 2-11 e 3-12. Num aspeto especifico, o locus Vk compreende
uma sequéncia contigua do locus A humano que abrange de VA3-
12 a VA3-1. Num aspeto especifico, o locus A enddbgeno de cadeia
leve é eliminado parcial ou totalmente.

Num aspeto, o locus Vk compreende 13 a 28 ou mais
segmentos hVA. Num aspeto especifico, os segmentos hVA incluem
2-14, 3-16, 2-18, 3-19, 3-21, 3-22, 2-23, 3-25 e 3-27. Num
aspeto especifico, o locus k compreende uma sequéncia contigua
do locus A humano que abrange de VA3-27 a VA3-1. O locus Vk
situa-se no locus k enddgeno. Num aspeto especifico, o locus
A enddgeno de cadeia leve é eliminado parcial ou totalmente.

Num aspeto, o locus Vk compreende 29 a 40 segmentos hVA.
Num aspeto especifico, o locus x compreende uma sequéncia
contigua do locus A humano que abrange de VA3-29 a VA3-1 e uma
sequéncia contigua do locus A humano que abrange de VA5-52 a
VA1-40. Num aspeto especifico, toda ou praticamente toda a
sequéncia entre hVAl-40 e hVA3-29 no ratinho geneticamente
modificado consiste essencialmente numa sequéncia A humana de
aproximadamente 959 bp encontrada na natureza (por exemplo, na
populacdo humana) a Jjusante do segmento génico hVAl-40 (a
jusante da porcdo 3' ndo traduzida), um sitio de uma enzima de
restricdo (por exemplo, PI-Scel), seguido de uma sequéncia A
humana de aproximadamente 3431 bp a montante do segmento génico
hVA3-29 encontrada na natureza. Num aspeto especifico, o locus
A enddbgeno de cadeia leve de ratinho é eliminado parcial ou
totalmente.
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O locus Vk compreende pelo menos um hJA. Num aspeto, o
locus Vk compreende uma pluralidade de hJA. Num aspeto, o locus
Vx compreende pelo menos 2, 3, 4, 5, 6 ou 7 hJA. Num aspeto
egspecifico, o locus Vx compreende quatro hJA. Num aspeto
especifico, os quatro hJA s&do hJAl, hJA2, hJA3 e hJA7. Num
aspeto especifico, o locus A enddbgeno de cadeia leve &
eliminado parcial ou totalmente. Num aspeto, o locus VK
compreende um hJA. Num aspeto especifico, o um hJA é hJAl. Num
aspeto esgpecifico, o locus A enddgeno de cadeia leve &
eliminado parcial ou totalmente.

O locus Vk compreende pelo menos um hVA, pelo menos um
hJA e um gene Cx de ratinho.

Num aspeto, o ratinho compreende uma substituicdo, ao
nivel do locus k enddgeno de ratinho, de segmentos génicos Vk
enddgenos de ratinho por um ou mais segmentos génicos hVA, em
que o0s segmentos génicos hVA estdo ligados funcionalmente a um
gene da regido Ck enddgena de ratinho, de forma que o ratinho
rearranja 0s segmentos génicos VA humanos e expressa uma cadeia
leve qguimérica inversa de imunoglobulina que compreende um
dominio VA humano e um Ck de ratinho. Num aspeto, 90-100% dos
segmentos génicos Vx de ratinho nédo rearranjados sé&o
substituidos por pelo menos um segmento génico hVA néo
rearranjado. Num aspeto especifico, todos ou praticamente
todos os segmentos génicos Vk enddbgenos de ratinho sé&o
substituidos por pelo menos um segmento génico hVA néo
rearranjado. Num aspeto, a substituicdo é por pelo menos 12,
pelo menos 28 ou pelo menos 40 segmentos génicos hVA né&o
rearranjados. Num aspeto, a substituicdo é por pelo menos 7
segmentos génicos hVA ndo rearranjados funcionais, pelo menos
16 segmentos génicos hVA ndo rearranjados funcionais ou pelo
menos 27 segmentos génicos hVA né&do rearranjados funcionais.
Num aspeto, o ratinho compreende uma substituicdo de todos os
segmentos génicos Jxk de ratinho por pelo menos um segmento
génico hJA ndo rearranjado. Num aspeto, o pelo menos um
segmento génico hJA ndo rearranjado é selecionado entre JAl,
JA2, JA3, JA4, JAS5, JA6, JAT e uma sua combinacdo. Num aspeto
especifico, o um ou mais segmento génico hVA é selecionado
entre um segmento génico hva 3-1, 4-3, 2-8, 3-9, 3-10, 2-11,
3-12, 2-14, 3-16, 2-18, 3-19, 3-21, 3-22, 2-23, 3-25, 3-27, 1-
40, '7-43, 1-44, 5-45, 7-4¢6, 1-47, 5-48, 9-49, 1-50, 1-51, 5-
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52 e uma sua combinacdo. Num aspeto especifico, o pelo menos
um segmento génico hJA ndo rearranjado é selecionado entre
JAL, JA2, JA3, JAT7 e uma sua combinacéo.

E também descrito um ratinho geneticamente modificado que
compreende uma sequéncia de regido intergénica Vx-Jk humana
localizada num locus k enddgeno de cadeia leve de ratinho.

Num aspeto, a sequéncia de regido intergénica Vk-Jk humana
situa-se num locus k enddgeno de cadeia leve de um ratinho que
compreende um hVA e um segmento génico hJA, e a sequéncia de
regido intergénica Vx-Jx humana é colocada entre os segmentos
génicos hVA e hJA. Num aspeto especifico, os segmentos génicos
hVA e hJA sdo capazes de sofrer recombinacdo para formar um
dominio variavel de cadeia leve A humana funcional no ratinho.

E  também divulgado um ratinho que compreende uma
pluralidade de hVA e um ou mais hJA, e a sequéncia de regiéo
intergénica Vk-Jx humana é colocada, em relacdo a transcricéo,
a jusante da sequéncia hVA proximal ou mais 3' e a montante ou
em 5' da primeira sequéncia hJA.

Num aspeto, a regido intergénica Vk-Jk humana é uma regiéo
localizada cerca de 130 bp a jusante ou 3' de um segmento
génico Vk4-1 humano, cerca de 130 bp a jusante da regido 3!
ndo traduzida do segmento génico Vk4-1 humano e gque se estende
até cerca de 600 bp a montante ou 5' de um segmento génico Jkl
humano. Num aspeto especifico, a regido intergénica Vk-Jx
humana tem cerca de 22,8 kb. Num aspeto, a regido intergénica
Vk-Jk é cerca de 90% ou mais, 91% ou mais, 92% ou mais, 93% ou
mais, 94% ou mais ou cerca de 95% ou mais idéntica a uma regido
intergénica Vk-Jxk humana que se estende desde a extremidade da
regido 3' ndo traduzida de um segmento génico Vk4-1 humano até
cerca de 600 bp a montante de um segmento génico Jxkl humano.
Num aspeto, a regido intergénica Vk-Jx compreende a SEQ 1ID
NO:100. Num aspeto especifico, a regido intergénica Vk-Jk
compreende um fragmento funcional de SEQ ID NO:100. Num aspeto
especifico, a regido intergénica Vk-Jk é a SEQ ID NO:100.

E também divulgada uma célula de ratinho (por exemplo,
uma célula-tronco embriondria de ratinho), um embrido de
ratinho e um tecido de ratinho que compreendem a sequéncia de
regido intergénica Vxk-Jx humana descrita, em que a sequéncia
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de regido intergénica é ectdpica. Num aspeto especifico, a
sequéncia ectédpica é colocada num locus enddgeno humanizado de
imunoglobulina de ratinho.

E igualmente divulgada uma construcdo de &cidos nucleicos
isolada que compreende a sequéncia de regido intergénica VK-
Jk humana descrita. Num aspeto, a construcdo de 4acidos
nucleicos compreende bracos de direcionamento para direcionar
a sequéncia de regido intergénica Vk-Jx humana para um locus
de cadeia leve de ratinho. Num aspeto especifico, o locus de
cadeia leve de ratinho ¢ um locus k. Num aspeto especifico, os
bracos de direcionamento direcionam a regido intergénica Vk-
Jx humana para um locus k enddgeno de ratinho modificado, em
que o direcionamento é para uma posicdo entre uma sequéncia
hVA e uma sequéncia hJA.

E também divulgado um ratinho geneticamente modificado,
em que o ratinho compreende ndo mais de dois alelos de cadeia
leve, onde os alelos de cadeia leve compreendem (a) um segmento
VA de imunoglobulina humana ndo rearranjado e um segmento
génico JA, num locus enddgeno de cadeia leve de ratinho que
compreende um gene C; de ratinho; e (b) um segmento Vi de
imunoglobulina nédo rearranjado e um segmento génico Ji, num
locus enddgeno de cadeia leve de ratinho que compreende um
gene Cp de ratinho.

Num aspeto, o locus endbgeno de cadeia leve de ratinho é
um locus k. Noutro aspeto, o locus enddgeno de cadeia leve de
ratinho é um locus A.

Num aspeto, os ndo mais de dois alelos de cadeia leve sé&o
selecionados entre um alelo k¥ e um alelo A, dois alelos k e
dois alelos A. Num aspeto especifico, um dos dois alelos de
cadeia leve é um alelo A que compreende um gene CAZ2.

Num aspeto, o ratinho compreende um locus de cadeia leve
de imunoglobulina funcional e um locus de cadeia leve né&o
funcional, em que o locus de cadeia leve funcional compreende
um segmento VA de imunoglobulina humana n&o rearranjado e um
segmento génico JA, num locus kK enddgeno de cadeia leve de
ratinho gque compreende um gene Ck de ratinho.
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Num aspeto, o ratinho compreende um locus de cadeia leve
de imunoglobulina funcional e um locus de cadeia leve né&o
funcional, em que o locus de cadeia leve funcional compreende
um segmento VA de imunoglobulina humana n&o rearranjado e um
segmento génico JA, num locus A enddgeno de cadeia leve de
ratinho que compreende um gene CA de ratinho. Num aspeto, o
gene CA é& CA2. Num aspeto especifico, o gene CA de ratinho é
pelo menos 60%, pelo menos 70%, pelo menos 80%, pelo menos
90%, pelo menos 95% ou pelo menos 98% idéntico ao gene CA2 de
ratinho.

Num aspeto, o ratinho compreende ainda pelo menos um alelo
de cadeia pesada de imunoglobulina. Num aspeto, o pelo menos
um alelo de cadeia pesada de imunoglobulina compreende um
segmento génico Vi humano, um segmento génico Dy humano e um
segmento génico Js humano, num locus enddgeno de cadeia pesada
de ratinho que compreende um gene de cadeia pesada humana qgue
expressa uma cadeia pesada humana/ratinho. Num aspeto
especifico, o ratinho compreende dois alelos de cadeia pesada
de imunoglobulina e o ratinho expressa uma cadeia pesada

humana/ratinho.

Num aspeto, o ratinho compreende um primeiro alelo de
cadeia leve que compreende um hVk ndo rearranjado e um hJxk néo
rearranjado, num locus kx enddgeno de ratinho que compreende um
gene Cx enddgeno; e um segundo alelo de cadeia leve que
compreende um hVA ndo rearranjado e um hJA ndo rearranjado,
num locus xk endbdgeno de ratinho que compreende um gene Ck
enddgeno. Num aspeto especifico, o primeiro e o segundo alelos
de cadeia leve s&do os unicos alelos de cadeia leve funcionais
do ratinho geneticamente modificado. Num aspeto especifico, o
ratinho compreende um locus A ndo funcional. Num aspeto, o
ratinho modificado geneticamente ndo expressa uma cadeia leve
compreendendo uma regido constante A.

Num aspeto, o ratinho compreende um primeiro alelo de
cadeia leve que compreende um hVk ndo rearranjado e um hJxk ndo
rearranjado, num locus k endbgeno de ratinho gue compreende um
gene Cx enddgeno; e um segundo alelo de cadeia leve dque
compreende um hVA ndo rearranjado e um hJA ndo rearranjado,
num locus A enddgeno de ratinho que compreende um gene CA
enddgeno. Num aspeto especifico, o primeiro e o segundo alelos
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de cadeia leve sd@o os Unicos alelos de cadeia leve funcionais
do ratinho geneticamente modificado. Num aspeto, o gene CA
enddbgeno & CA2. Num aspeto especifico, o gene CA de ratinho é
pelo menos 60%, pelo menos 70%, pelo menos 80%, pelo menos
90%, pelo menos 95% ou pelo menos 98% idéntico ao CA2 de
ratinho.

Num aspeto, o ratinho compreende seis alelos de
imunoglobulina, em que o primeiro alelo compreende um segmento
génico VA e JA de imunoglobulina ndo rearranjado, num locus K
enddgeno de cadeia leve de ratinho que compreende um gene Ck
de ratinho; o segundo compreende um segmento génico Vk e Jk de
imunoglobulina ndo rearranjado, num locus k enddgeno de cadeia
leve de ratinho que compreende um gene Cx de ratinho; o
terceiro compreende um sSegmento génico VA e JA  de
imunoglobulina ndo rearranjado, num locus A enddgeno de cadeia
leve de ratinho que compreende um gene CA de ratinho; o quarto
e o qgquinto compreendem, de forma independente, um segmento
génico Vi e Dy e Jsy nédo rearranjado, num locus endbgeno de
cadeia pesada de ratinho que compreende um gene de cadeia
pesada de ratinho; e o sexto compreende ou (a) um segmento
génico VA e JA de imunoglobulina ndo rearranjado, num locus A
enddégeno de cadeia leve de ratinho que compreende um gene CA
de ratinho ou (b) um locus A gque é ndo funcional ou (c) uma
eliminacdo total ou parcial do locus A.

Num aspeto, o primeiro alelo compreende um hVA e hJA nédo
rearranjado. Num aspeto, o segundo alelo compreende um hVk e
hJkx n&do rearranjado. Num aspeto, o terceiro alelo compreende
um hVA e hJA ndo rearranjado. Num aspeto, o gquarto e qguinto
alelos compreendem, de forma independente, um hVi e hDy e hJs
ndo rearranjado. Num aspeto, o sexto alelo compreende um locus
A endbgeno de ratinho que é eliminado total ou parcialmente.

Num aspeto, 0 ratinho compreende seis alelos de
imunoglobulina, em que o primeiro alelo compreende um segmento
génico VAN e JA de imunoglobulina ndo rearranjado, num locus A
endégeno de cadeia leve de ratinho que compreende um gene CA
de ratinho; o segundo compreende um segmento génico VA e JA de
imunoglobulina ndo rearranjado, num locus A enddgeno de cadeia
leve de ratinho que compreende um gene CA de ratinho; o
terceiro compreende um segmento génico VK e Jk de
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imunoglobulina nédo rearranjado, num locus x endbgeno de cadeia
leve de ratinho que compreende um gene Cx de ratinho; o quarto
e o quinto compreendem, de forma independente, um segmento
génico Vi e Dy e Jsy ndo rearranjado, num locus endbgeno de
cadeia pesada de ratinho que compreende um gene de cadeia
pesada de ratinho; e o sexto compreende ou (a) um segmento
génico Vk e Jxk de imunoglobulina ndo rearranjado, num locus K
enddgeno de cadeia leve de ratinho que compreende um gene Ck
de ratinho ou (b) um locus k que é ndo funcional ou (c) uma
eliminacdo de um ou mais elementos do locus x.

Num aspeto, o primeiro alelo compreende um segmento génico
hVA e hJAN ndo rearranjado. Num aspeto, o segundo alelo
compreende um segmento génico hVA e hJA nédo rearranjado. Num
aspeto, o terceiro alelo compreende um segmento génico hVk e
hJx n&do rearranjado. Num aspeto, o quarto e quinto alelos
compreendem, de forma independente, um segmento génico hVi e
hDs e hJs ndo rearranjado. Num aspeto, o sexto alelo compreende
um locus x enddgeno de ratinho que estd funcionalmente
silenciado.

Num aspeto, o ratinho geneticamente modificado compreende
uma célula B que contém um gene de anticorpo rearranjado
compreendendo um dominio hVA rearranjado ligado funcionalmente
a um dominio Cx de ratinho.

E também divulgado um ratinho geneticamente modificado,
que expressa um anticorpo compreendendo uma cadeia leve que
compreende uma sequéncia VA-JA humana rearranjada e uma
sequéncia Cx de ratinho.

Num aspeto, cerca de 10-50% dos esplendédcitos do ratinho
sdo células B (isto &, CD19+), ou que cerca de 9-28% expressam
uma cadeia leve de imunoglobulina compreendendo um dominio hVA
fundido com um dominio Cx de ratinho.

Num aspeto especifico, cerca de 23-34% dos esplendcitos
do ratinho sédo células B (isto &, CD19+), ou que cerca de 9-
11% expressam uma cadeia leve de imunoglobulina compreendendo
um dominio hVA fundido com um dominio Cxkx de ratinho.

Num aspeto especifico, cerca de 19-31% dos esplendcitos
do ratinho sdo células B (isto &, CD19+), ou que cerca de 9-
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17% expressam uma cadeia leve de imunoglobulina compreendendo

um dominio hVA fundido com um dominio Cxk de ratinho.

Num aspeto especifico, cerca de 21-38% dos esplendcitos
do ratinho s&o células B (isto &, CD19+), ou gque cerca de 24-
27% expressam uma cadeia leve de imunoglobulina compreendendo

um dominio hVA fundido com um dominio Cxk de ratinho.

Num aspeto especifico, cerca de 10-14% dos esplendcitos
do ratinho s&o células B (isto &, CD19+), ou que cerca de 9-
13% expressam uma cadeia leve de imunoglobulina compreendendo

um dominio hVA fundido com um dominio Cxk de ratinho.

Num aspeto especifico, cerca de 31-48% dos esplendcitos
do ratinho s&o células B (isto &, CD19+), ou que cerca de 15-
21% expressam uma cadeia leve de imunoglobulina compreendendo
um dominio hVA fundido com um dominio Ck de ratinho. Num aspeto
egspecifico, cerca de 30-38% dos esplenbécitos do ratinho sé&o
células B (isto &, CD19+), das quais cerca de 33-48% expressam
uma cadeia leve de imunoglobulina compreendendo um dominio hVA
fundido com um dominio Cx de ratinho.

Num aspeto, cerca de 52-70% da medula 6ssea do ratinho
sdo células B (isto é, CD19+), ou gque cerca de 31-47% das
células B imaturas (isto é, CD19+/intermedidrias B220+/IgM+)
expressam uma cadeia leve de imunoglobulina compreendendo um
dominio hVA fundido com um dominio Cx de ratinho.

Num aspeto, cerca de 60% da medula déssea do ratinho sé&o
células B (isto &, CD19+), ou gue cerca de 38,3% das células
B imaturas (isto é, CD19+4+/intermedidrias B220+/IgM+) expressam
uma cadeia leve de imunoglobulina compreendendo um dominio hVA
fundido com um dominio Cxk de ratinho.

E também divulgado um ratinho que expressa um anticorpo
compreendendo uma cadeia leve que compreende uma sequéncia VA-
JA humana rearranjada e uma sequéncia Cx de ratinho. O gene da
regido constante de <ratinho ¢é um gene Cx. Num aspeto
especifico, o anticorpo compreende ainda uma cadeia pesada
compreendendo um dominio variédvel derivado de um segmento
génico V humano, um segmento génico D humano e um segmento

génico J humano, e um dominio constante de cadeia pesada
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derivado de um gene de regido constante de cadeia pesada de
ratinho. Num aspeto, o gene da regido constante de cadeia
pesada de ratinho compreende uma sequéncia dobradica-CH;-CHsz
de um dominio constante de cadeia pesada. Noutro aspeto, o
gene da regido constante de cadeia pesada de ratinho compreende
uma sequéncia CHi-dobradica-CH;-CHs de um dominio constante de
cadeia pesada. Noutro aspeto, o gene da regido constante de
cadeia pesada de ratinho compreende uma sequéncia CH;-CH;-CHz-
CHz de um dominio constante de cadeia pesada. Noutro aspeto, o
gene da regido constante de cadeia pesada de ratinho compreende
uma sequéncia CHz-CH3z-CHs de um dominio constante de cadeia
pesada.

O ratinho expressa um anticorpo compreendendo uma cadeia
leve que compreende uma sequéncia VA-JA humana rearranjada e
uma sequéncia Cxk de ratinho. Num aspeto, a sequéncia VA-JA
humana rearranjada deriva de um rearranjo de segmentos génicos
hVA selecionados entre um segmento génico 3-1, 4-3, 2-8, 3-9,
3-10, 2-14, 3-19, 2-23, 3-25, 1-40, 7-43, 1-44, 5-45, 7-4¢, 1-
47, 9-49 e 1-51. Num aspeto, a sequéncia VA-JA humana
rearranjada deriva de um rearranjo de segmentos génicos hJA
selecionados entre um segmento génico JAl, JA2, JA3 e JA7.

Num aspeto, o ratinho expressa um anticorpo compreendendo
uma cadeia leve que compreende uma regido varidvel de cadeia
leve A de imunoglobulina rearranjada compreendendo uma
sequéncia VA/JA humana selecionada entre 3-1/1, 3-1/7, 4-3/1,
4-3/7, 2-8/1, 3-9/1, 3-10/1, 3-10/3, 3-10/7, 2-14/1, 3-19/1,
2-23/1, 3-25/1, 1-40/1, 1-40/2, 1-40/3, 1-40/7, 7-43/1, 7-
43/3, 1-44/1, 1-44/7, 5-45/1, 5-45/2, 5-45/7, 7-46/1, 7-46/2,
7-46/7, 9-49/1, 9-49/2, 9-49/7 e 1-51/1. Num aspeto especifico,
a célula B expressa um anticorpo compreendendo um dominio
varidvel de cadeia pesada de imunoglobulina humana fundido com
um dominio constante de cadeia pesada de ratinho, e um dominio
varidvel de cadeia leve A de imunoglobulina humana fundido com

um dominio constante de cadeia leve x de ratinho.

E igualmente divulgado um ratinho que expressa um
anticorpo compreendendo (a) uma cadeia pesada compreendendo um
dominio wvaridvel de cadeia pesada derivado de um segmento
génico de regido variavel de cadeia pesada humana né&o
rearranjado, em que o dominio varidvel de cadeia pesada esta
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fundido com uma regido constante de cadeia pesada (Cu) de
ratinho; e (b) uma cadeia leve compreendendo um dominio
variavel de cadeia leve derivado de um hVA ndo rearranjado e
um hJA, em que o dominio variavel de cadeia leve estd fundido
com uma regido Cxk de ratinho.

Num aspeto, o ratinho compreende (i) um locus de cadeia
pesada que compreende uma substituicdo da totalidade ou da
quase totalidade dos segmentos génicos V, D e J enddgenos de
ratinho funcionais por uma totalidade ou quase totalidade de
segmentos génicos V, D e J humanos funcionais, e um gene Cy de
ratinho, (ii) um primeiro locus k de cadeia leve compreendendo
uma substituicdo da totalidade ou da quase totalidade dos
segmentos génicos Vk e Jx enddgenos de ratinho funcionais por
uma totalidade, dquase totalidade, ou uma pluralidade de,
segmentos génicos hVA e hJA funcionais, e um gene Cx de
ratinho, (iii) um segundo locus k de cadeia leve compreendendo
uma substituicdo da totalidade ou da quase totalidade dos
segmentos génicos Vk e Jx enddgenos de ratinho funcionais por
uma totalidade, dquase totalidade, ou uma pluralidade de,
segmentos génicos hVk e hJxk funcionais, e um gene Cx de
ratinho. Num aspeto, o ratinho ndo expressa um anticorpo que
compreende uma regido CA. Num aspeto, o ratinho compreende uma
eliminacdo de um gene CA e/ou de um VA e/ou de um segmento
génico JA. Num aspeto, o ratinho compreende um locus A de
cadeia leve ndo funcional. Num aspeto especifico, o locus A de
cadeia leve é eliminado total ou parcialmente.

Num aspeto, o ratinho compreende (i) um locus de cadeia
pesada que compreende uma substituicdo da totalidade ou da
quase totalidade dos segmentos génicos V, D e J enddgenos de
ratinho funcionais por uma totalidade ou quase totalidade de
segmentos génicos V, D e J humanos funcionais, e um gene Cu de
ratinho, (ii) um primeiro locus A de cadeia leve compreendendo
uma substituicdo da totalidade ou da quase totalidade dos
segmentos génicos VA e JA enddbdgenos de ratinho funcionais por
uma totalidade, quase totalidade, ou uma pluralidade de,
segmentos génicos hVA e hJA funcionais, e um gene CA de
ratinho, (iii) um segundo locus A de cadeia leve compreendendo
uma substituicdo da totalidade ou da gquase totalidade dos
segmentos génicos VA e JA enddbdgenos de ratinho funcionais por
uma totalidade, quase totalidade, ou uma pluralidade de,
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segmentos génicos hVA e hJA funcionais, e um gene CA de
ratinho. Num aspeto especifico, o gene CA de ratinho é CA2.
Num aspeto especifico, o gene CA de ratinho é derivado de um
gene CA gue é pelo menos 60%, pelo menos 70%, pelo menos 80%,
pelo menos 90%, pelo menos 95% ou pelo menos 98% idéntico ao
gene CA2 de ratinho.

E igualmente descrito um ratinho geneticamente modificado
que expressa um anticorpo, em gque mais de 10%, mais de 15%,
mais de 20%, mais de 25%, mais de 30%, mais de 35%, mais de
40%, mais de 60%, mais de 70%, mais de 80% ou mais de 90% do
anticorpo IgG total produzido pelo ratinho compreende um
dominio varidvel derivado de A, e em que o ratinho expressa
anticorpos compreendendo um dominio varidvel derivado de x
fundido com uma regido Cx de ratinho. Em aspetos especificos,
cerca de 15-40%, 20-40%, 25-40%, 30-40% ou 35-40% do anticorpo
total produzido pelo ratinho compreende um dominio wvariavel
derivado de A.

Num aspeto, o dominio variadvel derivado de A é derivado
de um hVA e um hJA. Num aspeto, o dominio varidvel derivado de
A encontra-se numa cadeia leve que compreende uma regido Ck de
ratinho. Num aspeto especifico, a regido varidvel derivada de
A encontra-se numa cadeia leve que compreende uma regido CA de
ratinho. Noutro aspeto especifico, a regido CA é uma regido
CA2. Num aspeto, o dominio variavel derivado de x é derivado
de um hVk e um hJx e, num aspeto especifico, encontra-se numa
cadeia leve que compreende uma regido Ck de ratinho.

E também divulgada uma construcdo de ADN isolada que
compreende um braco de homologia a montante e um braco de
homologia a jusante, em gque o0s bracos de homologia a montante
e a jusante direcionam a construcdo para um locus k de ratinho,
e a construcdo compreende um segmento hVA ndo rearranjado
funcional e um segmento hJA nédo rearranjado funcional e uma

sequéncia de selecdo ou marcador.

E igualmente divulgada uma construcdo de ADN isolada,
compreendendo, de 5' para 3' em relacdo a direcdo de
transcricdo, um braco de direcionamento para visar uma
sequéncia A de ratinho a montante de VA2 de ratinho, uma
cassete de selecdo flanqueada em 5' e 3' por sitios de
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reconhecimento de recombinase e um braco de direcionamento
para visar uma sequéncia A de ratinho em 3' de JA2 de ratinho.
Num aspeto, a cassete de selecgcdo ¢é uma cassete Hyg-TK
flanqueada por sitios Frt. Num aspeto, o0 braco de
direcionamento 3' compreende CA2, JA4, CA4 de ratinho e o
amplificador 2.4 de ratinho.

E igualmente divulgada uma construcdo de ADN isolada,
compreendendo, de 5' para 3' em relacdo a direcdo de
transcricgdo, um braco de direcionamento para visar o locus A
de ratinho em 5' relativamente a VAl, uma cassete de selecédo
flanqueada em 5' e 3' por sitios de reconhecimento de
recombinase e um braco de direcionamento 3' para visar uma
sequéncia A de ratinho em 3' relativamente a CAl de ratinho.
Num aspeto, a cassete de selecdo é uma cassete de neomicina
flanqueada por sitios lox. Num aspeto, 0 braco de
direcionamento 3' compreende o amplificador em 3' do locus A
de ratinho e o amplificador 3.1 em 3' do locus A de ratinho.

E igualmente divulgada uma construcdo de ADN isolada,
compreendendo, de 5' para 3' em relacdo a direcdo de
transcricdo, um braco de direcionamento para visar o locus A
de ratinho em 5' relativamente a VA2, uma cassete de selecédo
flanqueada em 5' e 3' por sitios de reconhecimento de
recombinase e um braco de direcionamento 3' para visar uma
sequéncia A de ratinho em 3' relativamente a JA2 de ratinho e
em 5' relativamente a CA2 de ratinho. Num aspeto, a cassete de
selecdo é uma cassete de higromicina-TK flanqueada por sitios
Frt. Num aspeto, o braco de direcionamento 3' compreende os
segmentos génicos CA2-JA4-CA4 de ratinho e o amplificador 2.4
do locus A de ratinho.

E  também divulgada uma construcdo de ADN isolada,
compreendendo, de 5' para 3' em relacdo a direcdo de
transcricdo, um braco de direcionamento para visar o locus A
de ratinho em 5' relativamente a VA2, uma cassete de selecédo
flanqueada em 5' e 3' por sitios de reconhecimento de
recombinase, um fragmento gendmico humano compreendendo uma
regido contigua do locus A de cadeia leve humano desde hVA3-
12 a jusante até ao final de hJAl e um braco de direcionamento
3' para visar uma sequéncia A de ratinho em 3' relativamente
a JA2 de ratinho. Num aspeto, a cassete de selecdo é uma
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cassete de neomicina flanqueada por sitios Frt. Num aspeto, ©
braco de direcionamento 3' compreende os segmentos génicos
CA2-JA4-CA4 de ratinho e o amplificador 2.4 do locus A de
ratinho.

E também divulgada uma construcdo de ADN isolada,
compreendendo uma regido contigua do locus A de cadeia leve
humano desde hVA3-12 a jusante até ao final de hJAl.

E  também divulgada uma construcdo de ADN isolada,
compreendendo, de 5' para 3' em relacdo a direcdo de
transcricdo, um braco de direcionamento para visar o locus A
de ratinho em 5' relativamente a VA2, uma cassete de selecédo
flanqueada em b5' e 3' por sitios de reconhecimento de
recombinase e um fragmento gendmico humano compreendendo uma
regido contigua do locus A de cadeia leve humano desde hVA3-
27 a jusante até ao final de hVA2-8. Num aspeto, a cassete de
selecdo é uma cassete de higromicina flanqueada por sitios
Frt. Num aspeto, o fragmento gendmico humano compreende um
braco de direcionamento 3'. Num aspeto especifico, o braco de
direcionamento 3' compreende cerca de 53 kb do locus A de
cadeia leve humano desde hVA3-12 a Jjusante até ao final de
hVA2-8.

E  também divulgada uma construcdo de ADN isolada,
compreendendo uma regido contigua do locus A de cadeia leve
humano desde hVA3-27 a jusante até ao final de hVA3-12.

E igualmente divulgada uma construcdo de ADN isolada,
compreendendo, de 5' para 3' em relacdo a direcdo de
transcricdo, um braco de direcionamento para visar o locus A
de ratinho em 5' relativamente a VA2, uma cassete de selecédo
flanqueada em 5' e 3' por sitios de reconhecimento de
recombinase, um primeiro fragmento gendémico humano
compreendendo uma regido contigua do locus A de cadeia leve
humano desde hVA5-52 a jusante até ao final de hVA1-40, um
sitio de enzima de restricdo e um segundo fragmento gendmico
humano compreendendo uma regido contigua do locus A de cadeia
leve humano desde hVA3-29 a jusante até ao final de hVA82K.
Num aspeto, a cassete de selecdo é uma cassete de neomicina
flanqueada por sitios Frt. Num aspeto, o sitio de enzima de
restricdo é um sitio para uma endonuclease homing. Num aspeto
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especifico, a endonuclease homing é PI-Scel. Num aspeto, o
segundo fragmento gendmico humano é um braco de direcionamento
3'". Num aspeto especifico, o braco de direcionamento 3'
compreende cerca de 27 kb do locus A de cadeia leve humano
desde hVA3-29 a jusante até ao final de hVA82K.

E  também divulgada uma construcdo de ADN isolada,
compreendendo uma regido contigua do locus A de cadeia leve
humano desde hVA5-52 a jusante até ao final de hVA1-40.

E igualmente divulgada uma construcdo de ADN isolada,
compreendendo, de 5' para 3' em relacdo a direcdo de
transcricdo, um braco de direcionamento para visar o locus k
de ratinho em 5' relativamente aos segmentos génicos VK
enddgenos, dois sitios de reconhecimento de recombinase
justapostos, uma cassete de selecdo em 3' dos sitios de
reconhecimento de recombinase Jjustapostos, e um braco de
direcionamento 3' para visar uma sequéncia kx de ratinho em 5'
relativamente aos segmentos génicos varidveis de cadeia leve
K. Num aspeto, o0s sitios de reconhecimento de recombinase
justapostos tém uma orientacdo oposta um em relacdo ao outro.
Num aspeto especifico, os sitios de reconhecimento de
recombinase s&do diferentes. Noutro aspeto especifico, os
sitios de reconhecimento de recombinase sdo um sitio loxP e um
sitio Iox511. Num aspeto, a cassete de selecdo & uma cassete
de neomicina.

E  também divulgada uma construcdo de ADN isolada,
compreendendo, de 5' para 3' em relacdo a direcdo de
transcricdo, um braco de direcionamento para visar o locus Kk
de ratinho em 5' relativamente aos segmentos génicos Jxk de
ratinho, uma cassete de selecdo, um sitio de reconhecimento de
recombinase em 3' da cassete de selecdo, e um braco de
direcionamento 3' para visar uma sequéncia x de ratinho em 3!
relativamente aos segmentos génicos Jk de ratinho e em 5' do
amplificador intrénico x de ratinho. Num aspeto, a cassete de
selecdo é uma cassete de higromicina-TK. Num aspeto, o sitio
de reconhecimento de recombinase estd na mesma direcdo da
cassete de selecdo em termos de transcricdo. Num aspeto
especifico, o sitio de reconhecimento de recombinase é um sitio
loxP.
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E  também descrita uma construcdo de ADN isolada,
compreendendo, de 5' para 3' em relacdo a direcdo de
transcrigdo, um primeiro fragmento gendémico de ratinho
compreendendo a sequéncia em 5' dos segmentos génicos VK
enddgenos de ratinho, um primeiro sitio de reconhecimento de
recombinase, um segundo sitio de reconhecimento de
recombinase, e um segundo fragmento gendédmico de ratinho
compreendendo a sequéncia em 3' dos segmentos génicos Jk
enddgenos de ratinho e em 5' do amplificador intrdénico k de
ratinho.

E igualmente descrito um ratinho geneticamente
modificado, em que a modificacdo genética compreende uma
modificacdo com uma ou mais das construcdes de ADN descritas
acima ou aqui.

E também divulgada a utilizac&do de uma construcido de ADN
isolada, para produzir um ratinho tal como aqui descrito. E
igualmente divulgada a utilizacdo de uma construcdo de ADN
isolada como aqui descrita, num método para produzir uma
proteina de ligacdo a antigénio.

E também divulgada uma célula-tronco n&do humana que
compreende um vetor de direcionamento contendo uma construgédo
de ADN como descrita acima e aqui. Uma célula-tronco ndo humana
é também descrita, em que a célula-tronco ndo humana é derivada

de um ratinho aqui descrito.

Num aspeto, a célula-tronco ndo humana é uma célula-tronco
embriondria (CTE). Num aspeto especifico, a célula CTE é uma
célula CTE de ratinho.

E também descrita a utilizac&do de uma célula-tronco né&o
humana como agqui descrita, para produzir um ratinho conforme
aqui descrito. A utilizacdo de uma célula-tronco n&o humana
como aqui descrita, para produzir uma proteina de ligacdo a
antigénio é também descrita.

Um embrido de ratinho é também descrito, em que o embrido
de ratinho compreende uma modificacdo genética tal como aqui
divulgada. Num aspeto, ¢ divulgado um embrido de ratinho
hospedeiro que compreende uma célula CTE dadora, em qgque a
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célula CTE dadora compreende uma modificacdo genética como
aqui descrita. Num aspeto, o embrido de ratinho é um embrido
pré-fase de mérula. Num aspeto especifico, o embrido pré-fase
de mérula é um embrido de 4 células ou um embrido de 8 células.
Noutro aspeto especifico, o embrido de ratinho é um
blastocisto.

E também descrita a utilizacdo de um embrido de ratinho
como aqui descrito, para produzir um ratinho como aqui
descrito. Num aspeto, & descrita a utilizacdo de um embrido de
ratinho como aqui descrito para produzir uma proteina de

ligacdo a antigénio.

E igualmente descrita uma célula ndo humana, em que a
célula ndo humana compreende uma sequéncia génica de cadeia
leve de imunoglobulina rearranjada derivada de um ratinho
geneticamente modificado como aqui descrito. Num aspeto, a
célula é uma célula B. Num aspeto, a célula é um hibridoma.
Num aspeto, a célula codifica um dominio variavel de cadeia
leve de imunoglobulina e/ou um dominio varidvel de cadeia
pesada de imunoglobulina que é mutado somaticamente.

E igualmente descrita uma célula ndo humana, em que a
célula ndo humana compreende uma sequéncia génica de cadeia
leve de imunoglobulina rearranjada derivada de um ratinho
geneticamente modificado como aqui descrito. Num aspeto, a
célula é uma célula B. Num aspeto, a célula é um hibridoma.
Num aspeto, a célula codifica um dominio variadvel de cadeia
leve de imunoglobulina e/ou um dominio varidvel de cadeia
pesada de imunoglobulina que ¢ mutado somaticamente.

E também descrita a utilizacdo de uma célula n&o humana
como aqui descrita, para produzir um ratinho como aqui
descrito. Num aspeto, ¢é descrita a utilizacdo de uma célula
ndo humana como agqui descrita para produzir uma proteina de
ligacdo a antigénio.

E também divulgada uma célula B de ratinho que expressa
uma cadeia leve de imunoglobulina compreendendo (a) uma regido
varidvel derivada de um segmento génico hVA e um segmento
génico hJA; e (b) um gene C; de ratinho. Num aspeto, o gene Ci
de ratinho é selecionado entre um gene Cxk e um gene CA. Num
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aspeto especifico, o gene CA é& CA2. Num aspeto especifico, o
gene CA de ratinho é derivado de um gene CA que é pelo menos
60%, pelo menos 70%, pelo menos 80%, pelo menos 90%, pelo menos
95% ou pelo menos 98% idéntico a CA2 de ratinho. Num aspeto,
a célula B de ratinho expressa adicionalmente uma cadeia pesada
cognata gque compreende (c) uma regido variavel derivada de um
hVui, um hDsz e (d) um segmento hJs. Num aspeto, a célula B nédo
compreende um gene A rearranjado. Noutro aspeto, a célula B
ndo compreende um gene K rearranjado.

E igualmente divulgado um método para produzir um
anticorpo num ratinho geneticamente modificado, que
compreende: (a) expor um ratinho geneticamente modificado a um
antigénio, em que o ratinho possui um genoma compreendendo
pelo menos um hVA e pelo menos um hJA num locus enddgeno de
cadeia leve, onde o locus enddgeno de cadeia leve compreende
um gene Cr, de ratinho; (b) permitir que o ratinho geneticamente
modificado desenvolva uma resposta imune ao antigénio; e (c)
isolar a partir do ratinho de (b) um anticorpo gque reconhece
especificamente o antigénio, ou isolar a partir do ratinho de
(b) uma célula compreendendo um dominio de imunoglobulina gue
reconhece egpecificamente o antigénio, onde o anticorpo
compreende uma cadeia leve derivada de um hVA, um hJA e um
gene C; de ratinho. Num aspeto especifico, o gene Cp de ratinho
¢ um gene Cx de ratinho.

Num aspeto, um método para produzir um anticorpo num
ratinho geneticamente modificado, gque compreende: (a) expor um
ratinho geneticamente modificado a um antigénio, em gque o
ratinho possui um genoma compreendendo pelo menos um hVA num
locus k enddgeno e pelo menos um hJA no locus x, onde o locus
kK compreende um gene Cx de ratinho; (b) permitir que o ratinho
geneticamente modificado desenvolva uma resposta imune ao
antigénio; e (c) isolar a partir do ratinho de (b) um anticorpo
que reconhece especificamente o antigénio, ou isolar a partir
do ratinho de (b) uma célula compreendendo um dominio de
imunoglobulina que reconhece especificamente o antigénio, onde
o anticorpo compreende uma cadeia leve derivada de um hVA, um
hJA e um gene Ck de ratinho.

Num aspeto, ¢é divulgado um método para produzir um
anticorpo num ratinho geneticamente modificado, que
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compreende: (a) expor um ratinho geneticamente modificado a um
antigénio, em que o ratinho possui um genoma compreendendo
pelo menos um hVA num locus A de cadeia leve e pelo menos um
JAN no locus A de cadeia leve, onde o locus A de cadeia leve
compreende um gene CA de ratinho; (b) permitir gque o ratinho
geneticamente modificado desenvolva uma resposta imune ao
antigénio; e (c) isolar a partir do ratinho de (b) um anticorpo
que reconhece especificamente o antigénio, ou isolar a partir
do ratinho de (b) uma célula compreendendo um dominio de
imunoglobulina gue reconhece especificamente o antigénio, ou
identificar no ratinho de (b) uma sequéncia de &cidos nucleicos
que codifica um dominio varidvel de cadeia pesada e/ou cadeia
leve que se liga ao antigénio, onde o anticorpo compreende uma
cadeia leve derivada de um hVA, um hJA e um gene CA de ratinho.

Num aspeto, o gene de regido constante de cadeia leve A
é selecionado entre um gene CA humano e um gene CA de ratinho.
Num aspeto, o0 gene de regido constante de cadeia leve A é um
gene CA humano. Num aspeto especifico, o gene CA humano é
selecionado entre CAl, CA2, CA3 e CA7. Num aspeto, o gene de
regido constante de cadeia leve A é um gene CA de ratinho. Num
aspeto especifico, o gene CA de ratinho é selecionado entre
CAl, CA2 e CA3. Num aspeto mais especifico, o gene CA de
ratinho é CA2. Noutro aspeto especifico, o gene CA de ratinho
¢ derivado de um gene CA que € pelo menos 60%, pelo menos 70%,
pelo menos 80%, pelo menos 90%, pelo menos 95% ou pelo menos
98% idéntico a CA2 de ratinho.

E também divulgado um método para produzir um gene de
anticorpo rearranjado num ratinho geneticamente modificado,
que compreende: (a) expor um ratinho geneticamente modificado
a um antigénio, em que a modificacdo genética compreende um
hVA e um hJA num locus enddbgeno de cadeia leve, onde o locus
enddgeno de cadeia leve compreende um gene C; de ratinho ou um
seu fragmento funcional; e (b) identificar um gene de
imunoglobulina rearranjado no referido ratinho, em que o gene
de imunoglobulina rearranjado compreende um segmento génico de
regido variavel de cadeia leve A e um gene C; Ou um seu
fragmento funcional.

Num aspeto, o método compreende ainda clonar uma sequéncia

de 4cidos nucleicos que codifica uma regido variavel de cadeia
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pesada e/ou cadeia leve do ratinho, em que a regido variavel
de cadeia pesada e/ou cadeia leve ¢ de um anticorpo que
compreende um VA humano e um C; de ratinho.

Num aspeto, o gene C(C; de ratinho ou seu fragmento
funcional é selecionado entre um gene Cp humano e um gene Ci

de ratinho, ou um seu fragmento funcional.

Num aspeto, é divulgado um método para produzir um gene
de anticorpo rearranjado num ratinho geneticamente modificado,
que compreende: (a) expor um ratinho geneticamente modificado
a um antigénio, em que a modificacdo genética compreende um
hVA e um hJA num locus kx de cadeia leve, onde o locus kx de
cadeia leve compreende um gene Cx de ratinho ou um seu
fragmento funcional; e (b) identificar um gene de
imunoglobulina rearranjado no referido ratinho, em que o gene
de imunoglobulina rearranjado compreende um segmento génico de
regido variavel de cadeia leve A e um gene Ck oOuU um seu
fragmento funcional.

Num aspeto, o gene de regido constante de cadeia leve x
ou seu fragmento funcional ¢é selecionado entre um gene Ck
humano e um gene Cxkx de ratinho, ou um seu fragmento funcional.

Num aspeto, o método compreende ainda clonar uma sequéncia
de 4cidos nucleicos que codifica uma regido varidvel de cadeia
pesada e/ou cadeia leve do ratinho, em gque a regido variavel
de cadeia pesada e/ou cadeia leve ¢ de um anticorpo que
compreende um VA humano e um Cxkx de ratinho.

Num aspeto, é divulgado um método para produzir um gene
de anticorpo rearranjado num ratinho geneticamente modificado,
que compreende: (a) expor um ratinho geneticamente modificado
a um antigénio, em que a modificacdo genética compreende um
hVA e um hJA num locus A de cadeia leve de ratinho, onde o
locus A de cadeia leve compreende um gene CA de ratinho ou um
seu fragmento funcional; e (b) identificar um gene de
imunoglobulina rearranjado no referido ratinho, em que o gene
de imunoglobulina rearranjado compreende um segmento génico de
regido variavel de cadeia leve A e um gene CA ou um seu

fragmento funcional.
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Num aspeto, o gene de regido constante de cadeia leve A
ou seu fragmento funcional é selecionado entre um gene CA
humano e um gene CA de ratinho, ou um seu fragmento funcional.
Num aspeto especifico, o gene de regido constante de cadeia
leve A é um gene CA de ratinho ou um seu fragmento funcional.

Num aspeto, o método compreende ainda clonar uma sequéncia
de 4cidos nucleicos que codifica uma regido variavel de cadeia
pesada e/ou cadeia leve do ratinho, em que a regido varidvel
de cadeia pesada e/ou cadeia leve ¢ de um anticorpo que
compreende um VA humano e um CA de ratinho.

E  igualmente descrito um método ©para produzir um
anticorpo, que compreende expor um ratinho como aqui descrito
a um antigénio, permitir que o ratinho desenvolva uma resposta
imune que compreende produzir um anticorpo que se liga
especificamente ao antigénio, identificar uma sequéncia de
4dcidos nucleicos rearranjada no ratinho que codifica uma cadeia
pesada e uma sequéncia de é&acidos nucleicos rearranjada no
ratinho que codifica uma sequéncia de dominio variavel de
cadeia leve cognata de um anticorpo, em gque o anticorpo se
liga especificamente ao antigénio, e utilizar as sequéncias de
dcidos nucleicos dos dominios varidveis de cadeia pesada e
cadeia leve fundidas com dominios constantes humanos para
produzir um anticorpo desejado, em que o anticorpo desejado
compreende uma cadeia leve que compreende um dominio VA fundido
com um dominio Cr. Num aspeto, o dominio VA é humano e o dominio
Cr & um dominio CA humano ou de ratinho. Num aspeto, o dominio
VA é de ratinho e o dominio C; é um dominio Ckx humano ou de
ratinho.

Num aspeto, ¢é descrito um método para produzir um
anticorpo, que compreende expor um ratinho como aqui descrito
a um antigénio, permitir que o ratinho desenvolva uma resposta
imune que compreende produzir um anticorpo que se liga
especificamente ao antigénio, identificar uma sequéncia de
dcidos nucleicos rearranjada no ratinho que codifica uma cadeia
pesada e uma sequéncia de &cidos nucleicos rearranjada no
ratinho que codifica uma sequéncia de dominio wvariédvel de
cadeia leve cognata de um anticorpo, em que o anticorpo se
liga especificamente ao antigénio, e utilizar as sequéncias de

dcidos nucleicos dos dominios variaveis de cadeia pesada e
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cadeia leve fundidas com sequéncias de &cidos nucleicos de
dominios constantes humanos para produzir um anticorpo
desejado, em que o anticorpo desejado compreende uma cadeia
leve que compreende um dominio VA fundido com um dominio Cxk.

Num aspeto, ¢é descrito um método para produzir um
anticorpo, que compreende expor um ratinho como aqui descrito
a um antigénio, permitir que o ratinho desenvolva uma resposta
imune que compreende produzir um anticorpo gque se liga
especificamente ao antigénio, identificar uma sequéncia de
dcidos nucleicos rearranjada no ratinho que codifica um dominio
variavel de cadeia pesada e uma sequéncia de acidos nucleicos
rearranjada que codifica uma sequéncia de dominio varidvel de
cadeia leve cognata de um anticorpo, em gque o anticorpo se
liga especificamente ao antigénio, e utilizar as sequéncias de
dcidos nucleicos fundidas com sequéncias de acidos nucleicos
que codificam um dominio constante de cadeia pesada humana e
um dominio constante de cadeia leve humana para produzir um
anticorpo derivado de sequéncias humanas, em que o anticorpo
que se liga especificamente ao antigénio compreende uma cadeia
leve que compreende um dominio VA humano fundido com uma regiédo
CA de ratinho.

Num aspeto, a regido CA de ratinho é selecionada entre
CAl, CA2 e CA3. Num aspeto especifico, a regido CA de ratinho
& CA2.

Num aspeto, ¢é descrito um método para produzir uma
sequéncia génica de regido variédvel de cadeia leve de anticorpo
rearranjada, que compreende (a) expor um ratinho como aqui
descrito a um antigénio; (b) permitir que o ratinho desenvolva
uma resposta imune; (c) identificar uma célula no ratinho que
compreende uma sequéncia de acidos nucleicos que codifica uma
sequéncia de dominio VA humano rearranjada fundida com um
dominio C; de ratinho, em que a célula também codifica uma
cadeia pesada cognata compreendendo um dominio Vg humano e um
dominio Cu de ratinho, e em que a célula expressa um anticorpo
que se liga ao antigénio; (d) clonar a partir da célula uma
sequéncia de 4cidos nucleicos que codifica o dominio VA humano
e uma sequéncia de 4cidos nucleicos que codifica o dominio Vg
humano cognato; e (e) utilizar a sequéncia de &cidos nucleicos
clonada que codifica o dominio VA humano e a sequéncia de
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dcidos nucleicos clonada que codifica o dominio Vs humano

cognato para produzir um anticorpo totalmente humano.

Num aspeto, ¢ descrito um método para produzir uma
sequéncia génica de regido variédvel de cadeia leve de anticorpo
rearranjada, que compreende (a) expor um ratinho como descrito
nesta divulgacdo a um antigénio; (b) permitir gque o ratinho
desenvolva uma resposta imune; (c) identificar uma célula no
ratinho que compreende uma sequéncia de acidos nucleicos que
codifica wuma sequéncia de dominio VA humano rearranjada
contigua, na mesma molécula de &cidos nucleicos, a uma
sequéncia de acidos nucleicos que codifica um dominio Ck de
ratinho, em que a célula também codifica uma cadeia pesada
cognata compreendendo um dominio Vi humano e um dominio Cy de
ratinho, e em que a célula expressa um anticorpo que se liga
ao antigénio; (d) clonar a partir da célula uma sequéncia de
dcidos nucleicos que codifica o dominio VA humano e uma
sequéncia de acidos nucleicos gque codifica o dominio Vi humano
cognato; e (e) utilizar a sequéncia de 4cidos nucleicos clonada
que codifica o dominio VA humano e a sequéncia de &cidos
nucleicos clonada que codifica o dominio Vi humano cognato para
produzir um anticorpo totalmente humano.

Num aspeto, ¢ descrito um método para produzir uma
sequéncia génica de regido varidvel de cadeia leve de anticorpo
rearranjada, que compreende (a) expor um ratinho como aqui
descrito a um antigénio; (b) permitir que o ratinho desenvolva
uma resposta imune ao antigénio; (c¢) identificar uma célula no
ratinho que compreende ADN que codifica uma sequéncia de
dominio VA humano rearranjada fundida com um dominio CA de
ratinho, em que a célula também codifica uma cadeia pesada
cognata compreendendo um dominio Vi humano e um dominio Cu de
ratinho, e em que a célula expressa um anticorpo que se liga
ao antigénio; (d) clonar a partir da célula uma sequéncia de
4dcidos nucleicos que codifica o dominio VA humano rearranjado
e uma sequéncia de &cidos nucleicos que codifica o dominio Vg
humano cognato; e (e) utilizar a sequéncia de acidos nucleicos
clonada que codifica o dominio VA humano e a sequéncia de
dcidos nucleicos clonada que codifica o dominio Vi humano
cognato para produzir um anticorpo totalmente humano. Num
aspeto, o dominio CA de ratinho é CA2 de ratinho. Num aspeto
especifico, o dominio CA de ratinho é derivado de um gene CA
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que ¢ pelo menos 60%, pelo menos 70%, pelo menos 80%, pelo
menos 90%, pelo menos 95% ou pelo menos 98% idéntico a CA2 de
ratinho.

E igualmente divulgado um ratinho geneticamente
modificado que expressa uma cadeia leve derivada de A humana
fundida com uma regido constante de cadeia leve enddgena (Ci),
em gque o ratinho, ao ser imunizado com antigénio, produz um
anticorpo compreendendo um dominio VA humano fundido com um
dominio Cp de ratinho. Num aspeto, o dominio C; de ratinho é
selecionado entre um dominio Ck e um dominio CA. Num aspeto,
o dominio Cr de ratinho é um dominio Cx. Num aspeto, o dominio
Cy, de ratinho é um dominio CA. Num aspeto especifico, o dominio
CA & CA2. Num aspeto especifico, o dominio CA de ratinho é
derivado de um gene CA que é pelo menos 60%, pelo menos 70%,
pelo menos 80%, pelo menos 90%, pelo menos 95% ou pelo menos
98% idéntico a CA2 de ratinho.

E também descrito um ratinho geneticamente modificado
compreendendo um locus kX ou A enddbgeno de cadeia leve
modificado como aqui descrito, que expressa uma pluralidade de
cadeias leves A de imunoglobulina associadas a uma pluralidade
de cadeias pesadas de imunoglobulina. Num aspeto, a cadeia
pesada compreende uma sequéncia humana. Em varios aspetos, a
sequéncia humana é selecionada entre uma sequéncia variavel,
uma Cygl, uma dobradica, uma Cg2, uma Cz3 e uma sua combinacédo.
Num aspeto, a pluralidade de cadeias leves A de imunoglobulina
compreende uma sequéncia humana. Em vAdrios aspetos, a sequéncia
humana ¢é selecionada entre uma sequéncia variéavel, uma
sequéncia constante e uma sua combinacdo. Num aspeto, o ratinho
compreende um locus enddgeno de imunoglobulina desativado e
expressa a cadeia pesada e/ou a cadeia leve A a partir de um
transgene ou epissoma extracromossdédmico. Num aspeto, o ratinho
compreende uma substituicdo, ao nivel de um locus enddgeno de
ratinho, de alguns ou todos o0s segmentos génicos de cadeia
pesada endbdgenos de ratinho (isto ¢, V, D, J) e/ou de algumas
ou todas as sequéncias constantes de cadeia pesada enddgenas
de ratinho (por exemplo, Cul, dobradica, Cu2, Cyg3 ou uma sua
combinacdo) e/ou de algumas ou todas as sequéncias de cadeia
leve enddgenas de ratinho (por exemplo, V, J, constante ou uma
sua combinacdo) por uma ou mais sequéncias de imunoglobulina

humana.
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E também divulgado um ratinho adequado para produzir
anticorpos que possuem uma cadeia leve derivada de A humana,
em que a totalidade ou quase totalidade dos anticorpos
produzidos no ratinho s&o expressos com uma cadeia leve
derivada de A humana. Num aspeto, a cadeia leve derivada de A
humana é expressa a partir de um locus enddbdgeno de cadeia leve.
Num aspeto, o locus enddgeno de cadeia leve é& um locus k de
cadeia leve. Num aspeto especifico, o locus kx de cadeia leve
¢ um locus k de cadeia leve de ratinho.

E igualmente descrito um método de producdo de uma cadeia
leve derivada de A para um anticorpo humano, compreendendo
obter de um ratinho como aqui descrito uma sequéncia de cadeia
leve e uma sequéncia de cadeia pesada, e utilizar a sequéncia
de cadeia leve e a sequéncia de cadeia pesada na producdo de
um anticorpo humano.

E também descrito um método para produzir uma proteina de
ligacdo a antigénio, compreendendo expor um ratinho como aqui
descrito a um antigénio; permitir que o ratinho desenvolva uma
resposta imune; e obter do ratinho uma proteina de ligacdo a
antigénio que se liga ao antigénio, ou obter do ratinho uma
sequéncia que serd utilizada na producgdo de uma proteina de
ligacdo a antigénio que se liga ao antigénio.

Uma célula derivada de um ratinho como aqui descrito é
também divulgada. Num aspeto, a célula é selecionada entre uma
célula-tronco embrionaria, uma célula pluripotente, uma célula
pluripotente induzida, uma célula B e um hibridoma.

Uma célula que compreende uma modificacdo genética como
aqui descrita é também divulgada. Num aspeto, a célula é uma
célula de ratinho. Num aspeto, a célula é selecionada entre um
hibridoma e um quadroma. Num aspeto, a célula expressa uma
cadeia leve de imunoglobulina que compreende uma sequéncia
variavel A humana fundida com uma sequéncia constante de
ratinho. Num aspeto especifico, a sequéncia constante de
ratinho é uma segquéncia constante x de ratinho.

Um tecido derivado de um ratinho como aqui descrito é
também divulgado.
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A utilizacdo de um ratinho ou de uma célula como aqui
descritos para produzir uma proteina de ligacdo a antigénio é
também divulgada. Num aspeto, a proteina de ligacdo a antigénio
¢ uma proteina humana. Num aspeto, a proteina humana ¢ um
anticorpo humano.

Uma proteina de ligacdo a antigénio produzida por um
ratinho, uma célula, um tecido ou um método como aqui descritos
é igualmente divulgada. Num aspeto, a proteina de ligacdo a
antigénio é uma proteina humana. Num aspeto, a proteina humana

¢ um anticorpo humano.
BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

A FIG. 1 mostra uma ilustracdo detalhada, sem estar a
escala, do locus A de cadeia leve humano, incluindo os clusters
dos segmentos génicos VA (A, B e C) e os pares das regides JA
e CA (pares J-C).

A FIG. 2 apresenta uma ilustracdo geral, sem estar a
escala, de uma estratégia de direcionamento usada para inativar
o locus A enddbgeno de cadeia leve de ratinho.

A FIG. 3 apresenta uma ilustracdo geral, sem estar a
escala, de uma estratégia de direcionamento usada para inativar
o locus x endbgeno de cadeia leve de ratinho.

A FIG. 4A apresenta uma ilustracdo geral, sem estar a
escala, de um vetor de direcionamento inicial para visar o
locus A enddbdgeno de cadeia leve de ratinho com sequéncias de
cadeia leve A humana, incluindo 12 segmentos génicos hVA e o
segmento génico hJAl (vetor de direcionamento 12/1-A).

A FIG. 4B apresenta uma ilustracdo geral, sem estar a
escala, de quatro vetores de direcionamento iniciais para visar
o locus k enddbgeno de cadeia leve de ratinho com sequéncias de
cadeia leve A humana, incluindo 12 segmentos génicos hVA e o
segmento génico hJAl (vetor de direcionamento 12/1-x), 12
segmentos génicos hVA e o0s segmentos génicos hJAl, 2, 3 e 7
(vetor de direcionamento 12/4-x), 12 segmentos génicos hVA,
uma sequéncia gendémica Vk-Jx humana e o segmento génico hJAl

(vetor de direcionamento 12(x)1l-x) e 12 segmentos génicos hVa,
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uma sequéncia gendmica Vk-Jk humana e o0s segmentos génicos
hJAl, 2, 3 e 7 (vetor de direcionamento 12(x)4-x).

A FIG. 5A apresenta uma ilustracdo geral, sem estar a
escala, de uma estratégia de direcionamento para a introducédo
progressiva de 40 segmentos génicos hVA e um Unico segmento
génico hJA no locus A de cadeia leve de ratinho.

A FIG. 5B apresenta uma ilustracdo geral, sem estar a
escala, de uma estratégia de direcionamento para a introducédo
progressiva de 40 segmentos génicos hVA e um Unico segmento
génico hJA no locus k de ratinho.

A FIG. 6 apresenta uma ilustracdo geral, sem estar a
escala, dos passos de direcionamento e engenharia molecular
empregues para produzir vetores de direcionamento A-x hibridos
humanos para a construcdo de um locus hibrido de cadeia leve
contendo uma sequéncia intergénica xk humana, maltiplos
segmentos génicos hJA ou ambos.

A FIG. 7A apresenta uma ilustracdo geral, sem estar a
escala, da estrutura do locus para um locus A de cadeia leve
de ratinho modificado, contendo 40 segmentos génicos hVA e um
tnico segmento génico hJA ligados funcionalmente ao gene CA2
enddgeno.

A FIG. 7B apresenta uma ilustracdo geral, sem estar a
escala, da estrutura do locus para gquatro loci k de cadeia
leve de ratinho modificados e independentes, contendo 40
segmentos génicos hVA e um ou gquatro segmentos génicos hJA,
com ou sem uma sequéncia gendmica Vk-JK humana contigua,

ligados funcionalmente ao gene Cx enddgeno.

A FIG. 8A mostra os graficos de contorno de esplendcitos
IgA™ e Igk' delimitados para CD19+ de um ratinho de tipo
selvagem (WT), um ratinho homozigdtico para 12 hVA e quatro
segmentos génicos hJA que inclui uma sequéncia gendmica Vk-Jx
humana (12hVA-VkJk-4hJA), e um ratinho homozigdtico para 40
hVA e um segmento génico hJA (40hVA-1hJA).

A FIG. 8B mostra o numero total de células B CDI19%+ em
bacos colhidos de ratinhos de tipo selvagem (WT), ratinhos
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homozigdticos para 12 hVA e quatro segmentos génicos hJA que
incluem uma sequéncia gendmica Vk-Jk humana (12hVA-VkJx-4hJA),
e ratinhos homozigdbticos para 40 hVA e um segmento génico hJA
(40hVA-1hJA) .

A FIG. 9A, no painel superior, ilustra os graficos de
contorno de esplendcitos com delimitacdo de singletos e corados
em termos de células B e T (CD19" e CD3%, respetivamente) de
um ratinho de tipo selvagem (WT) e de um ratinho homozigdtico
para 40 hVA e qguatro segmentos génicos JA que inclui uma
sequéncia gendmica Vk-Jk humana (40hVA-VkJxk-4hJA). O painel
inferior mostra os graficos de contorno de esplendcitos
delimitados para CD19" e corados em termos de expressdo de IgAt
e Igk"™ de um ratinho de tipo selvagem (WT) e de um ratinho
homozigdético para 40 hVA e quatro segmentos génicos JA que
inclui uma sequéncia gendmica Vk-Jxk humana (40hVA-VkJIx-4hJA).

A FIG. 9B mostra o numero total de células B CD19%,
CD19'Igk* e CD19'IgA* em bacos colhidos de ratinhos de tipo
selvagem (WT) e de ratinhos homozigdbdticos para 40 hVA e quatro
segmentos génicos JA que incluem uma sequéncia gendmica Vk-Jx
humana (40hVA-VrJx-4hJA).

A FIG. 9C mostra os graficos de contorno de esplendcitos
delimitados para CD19" e corados em termos de imunoglobulina D
(IgD) e imunoglobulina M (IgM) de um ratinho de tipo selvagem
(WT) e de um ratinho homozigdético para 40 hVA e quatro
segmentos génicos JA que inclui uma sequéncia gendmica Vk-Jk
humana (40hVA-VkJxk-4hJA). As células B maduras (72 para WT, 51
para 40hVA-VkJxk-4hJA) e transicionais (13 para WT, 22 para
40hVA-VkJIJk-4hJA) estdo assinaladas em cada um dos graficos de
contorno.

A FIG. 9D mostra o numero total de células B CD19%, células
B transicionais (CD19+IgMriIgDlo) e células B maduras
(CD19*IgMicIgDrt) em bacos colhidos de ratinhos de tipo selvagem
(WT) e de ratinhos homozigdéticos para 40 hVA e quatro segmentos
génicos JA gue incluem uma sequéncia gendmica Vk-Jxk humana
(40hVA-VkJIx-4hJA) .

A FIG. 10A, no painel superior, ilustra os graficos de
contorno de medula o&6ssea corada em termos de células B e T
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(CD19" e CD3*, respetivamente) de um ratinho de tipo selvagem
(WT) e de um ratinho homozigdético para 40 hVA e quatro
segmentos génicos JA que inclui uma sequéncia gendmica Vk-Jk
humana (40hVA-VkJk-4hJA). O painel inferior mostra os graficos
de contorno de medula déssea delimitada para CD19" e corada em
termos de ckit® e CD43" de um ratinho de tipo selvagem (WT) e
de um ratinho homozigdbético para 40 hVA e guatro segmentos
génicos JA que 1inclui uma sequéncia gendémica Vx-JK humana
(40hVA-VrJk-4hJA) . As células pr6-B e pré-B estdo assinaladas
nos graficos de contorno do painel inferior.

A FIG. 10B mostra o) nimero de células préo-B
(CD19*CD43*ckit®™) e pré-B (CD19'CD43 ckit”) na medula &ssea
colhida dos fémures de ratinhos de tipo selvagem (WT) e de
ratinhos homozigdéticos para 40 hVA e quatro segmentos génicos
JA que incluem uma sequéncia gendmica Vk-Jk humana (40hVA-
VrJk—-4hJA) .

A FIG. 10C ilustra os graficos de contorno de medula dssea
com delimitacdo de singletos e corada em termos de
imunoglobulina M (IgM) e B220 de um ratinho de tipo selvagem
(WT) e de um ratinho homozigdético para 40 hVA e quatro
segmentos génicos JA que inclui uma sequéncia gendmica Vk-Jk
humana (40hVA-VkJx-4hJA). As células B imaturas, maduras e
pré/pré-B  estdo assinaladas em cada um dos graficos de

contorno.

A FIG. 10D mostra o numero total de células B imaturas
(B220irtIgM*) e maduras (B220"IgM") na medula 6ssea isolada dos
fémures de ratinhos de tipo selvagem (WT) e de ratinhos
homozigdéticos para 40 hVA e quatro segmentos génicos JA gue
incluem uma sequéncia gendmica Vk-Jx humana (40hVA-VxJx-4hJA).

A FIG. 10E ilustra os graficos de contorno de medula dssea
delimitada para células B imaturas (B220irtIgM') e maduras
(B220MIgM*) e corada em termos de expressdo de Igh e Igx,
isolada dos fémures de um ratinho de tipo selvagem (WT) e de
um ratinho homozigdtico para 40 hVA e quatro segmentos génicos
JA gque inclui uma sequéncia gendmica Vk-Jx humana (40hVA-VkJIk-
4hJA) .



EP 2 480 676/PT
38

A FIG. 11 mostra um alinhamento das sequéncias
nucleotidicas da juncéao VA-JA-CK de dezoito clones
independentes, amplificados por RT-PCR a partir do ARN de
esplendécitos de ratinhos portadores de sequéncias génicas de
cadeia leve A humana ao nivel de um locus k enddgeno de cadeia
leve de ratinho. A6 = SEQ ID NO:57; B6 = SEQ ID NO:58; F6 =
SEQ ID NO:59; B7 = SEQ ID NO:60; E7 = SEQ ID NO:6l; F7 = SEQ
ID NO:62, C8 = SEQ ID NO:63; E12 SEQ ID NO:64; 1-4 = SEQ ID
NO:65; 1-20 = SEQ ID NO:06; 3B43 SEQ ID NO:67; 5-8 = SEQ ID
NO:68; 5-19 = SEQ ID NO:69; 1010 = SEQ ID NO:70; 11Al1 = SEQ ID
NO:71; 7A8 = SEQ ID NO:72; 3A3 = SEQ ID NO:73; 2-7 = SEQ ID
NO:74. As bases em letra minuscula indicam bases gque ndo séo

da linha germinal e resultam ou de mutacdo e/ou de adicdo N
durante a recombinacdo. Os aminodcidos consenso dentro da
regido framework 4 (FWR4) codificados ©pela sequéncia
nucleotidica de hJAl e Ck de ratinho estdo indicados no final
do alinhamento das seguéncias.

A FIG. 12 mostra um alinhamento das sequéncias
nucleotidicas da juncdo VA-JA-Cx de doze clones independentes,
amplificados por RT-PCR a partir do ARN de esplendécitos de
ratinhos portadores de sequéncias génicas de cadeia leve A
humana e de uma sequéncia gendmica Vyx-Jx humana contigua ao

nivel de um locus x enddgeno de cadeia leve de ratinho. 5-2
SEQ ID NO:87; 2-5 = SEQ ID NO:88; 1-3 = SEQ ID NO0O:89; 4B-1
SEQ ID NO:90; 3B-5 = SEQ ID NO:91; 7A-1 = SEQ ID NO:92; 5-1 =
SEQ ID NO:93; 4A-1 = SEQ ID NO:94; 11A-1 = SEQ ID NO:95; 5-7
= SEQ ID NO:96; 5-4 = SEQ ID NO0O:97; 2-3 = SEQ ID NO0O:98. As
bases em letra mintscula indicam bases gque ndo sdo da linha

germinal e resultam ou de mutacdo e/ou de adicdo N durante a
recombinacdo. Os aminodcidos consenso dentro da regido
framework 4 (FWR4) codificados pela sequéncia nucleotidica de
cada JA humano e Ck de ratinho estdo indicados no final do
alinhamento das sequéncias.

A FIG. 13 mostra um alinhamento das sequéncias
nucleotidicas da juncdo VA-JA-Ck de trés clones independentes,
amplificados por RT-PCR a partir do ARN de esplendcitos de
ratinhos portadores de sequéncias génicas de cadeia leve A
humana ao nivel de um locus A enddgeno de cadeia leve de
ratinho. 2D1 = SEQ ID NO:101; 2D9 = SEQ ID NO:102; 3E15 = SEQ
ID NO:103. As bases em letra minuscula indicam bases gque né&o
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sdo da linha germinal e resultam ou de mutacdo e/ou de adicédo
N durante a recombinacdo. 0Os aminodcidos consenso dentro da
regido framework 4 (FWR4) codificados ©pela sequéncia
nucleotidica de hJAl e CA2 de ratinho estdo indicados no final
do alinhamento das sequéncias.

DESCRIGCAO DETALHADA

O invento no seu sentido mais amplo é tal como definido
nas reivindicacdes independentes.

O termo "contiguo" inclui a referéncia a uma ocorréncia
na mesma molécula de &cidos nucleicos, por exemplo, duas
sequéncias de 4cidos nucleicos sédo "contiguas" se existirem na
mesma molécula de acidos nucleicos, mas estiverem
interrompidas por outra sequéncia de &cidos nucleicos. Por
exemplo, uma sequéncia V(D)J rearranjada ¢ "contigua" a uma
sequéncia génica de regido constante, embora o coddo final da
sequéncia V(D)J ndo seja imediatamente seguido pelo primeiro
coddo da sequéncia de regido constante. Noutro exemplo, duas
sequéncias génicas de segmento V sdo "contiguas" se existirem
no mesmo fragmento gendmico, embora possam estar separadas por
uma sequéncia que ndo codifica um coddo da regido V, por
exemplo, poderdo estar separadas por uma sequéncia reguladora,
por exemplo, um promotor ou outra sequéncia ndo codificante.
Numa concretizacgdo, uma sequéncia contigua inclui um fragmento
gendmico que contém as sequéncias gendmicas dispostas tal como
encontradas num genoma de tipo selvagem.

A frase "derivada de" quando usada em relacdo a uma regido
variavel "derivada de" um gene ou segmento génico citado inclui
a capacidade de rastrear a sequéncia até um determinado
segmento génico ou segmentos génicos ndo rearranjados, que
foram rearranjados para formar um gene que expressa o dominio
variadvel (explicando, quando aplicavel, diferencas de splicing
e mutacdes sométicas).

A frase "funcional" quando utilizada em relagdo a um
segmento génico de regido varidvel ou um segmento génico de
juncdo refere-se a utilizacdo num repertdrio de anticorpos

expressos; por exemplo, nos seres humanos, os segmentos génicos
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VA 3-1, 4-3, 2-8, etc. sdo funcionais, enquanto os segmentos
génicos VA 3-2, 3-4, 2-5, etc. sdo ndo funcionais.

Um "locus de cadeia pesada" inclui uma localizacdo num
cromossoma, por exemplo, um cromossoma de ratinho, onde, num
ratinho de tipo selvagem, se encontram as sequéncias de ADN da
regido variavel de cadeia pesada (Vu), regido de diversidade
de cadeia pesada (Du), regido de juncdo de cadeia pesada (Ju)
e regido constante de cadeia pesada (Cu).

Um "locus k" inclui uma localizacdo num cromossoma, por
exemplo, um cromossoma de ratinho, onde, num ratinho de tipo
selvagem, se encontram as sequéncias de ADN da regido variavel
kK (Vk), regido de juncédo kx (Jk) e regido constante k (Ck).

Um "locus A" inclui uma localizacdo num cromossoma, por
exemplo, um cromossoma de ratinho, onde, num ratinho de tipo
selvagem, se encontram as sequéncias de ADN da regido varidvel
A (VA), regido de juncdo A (JA) e regido constante A (CA).

O termo "ndo rearranjado" inclui o estado de um locus de
imunoglobulina em que os segmentos génicos V e o0s segmentos
génicos J (para as cadeias pesadas, também os segmentos génicos
D) sdo mantidos separados, mas podem ser unidos para formar um
gene V(D)J rearranjado que compreende um unico V, (D), J do
repertdério V(D) J.

Ratinhos que expressam dominios variaveis A humanos

Os ratinhos que expressam anticorpos totalmente humanos,
ou parcialmente humanos e parcialmente de ratinho, j& foram
previamente referidos. Os ratinhos geneticamente manipulados
VELOCIMMUNE® compreendem uma substituicdo dos segmentos
génicos V(D)J ndo rearranjados nos loci enddgenos de ratinho
por segmentos génicos V(D)J humanos. 0Os ratinhos VELOCIMMUNE®
expressam anticorpos gquiméricos possuindo dominios varidveis
humanos e dominios constantes de ratinho (ver, por exemplo,
patente U.S. n.° 7,605,237). A maior parte das outras
comunicacdes referem-se a ratinhos que expressam anticorpos
totalmente humanos a partir de transgenes totalmente humanos,
em ratinhos com loci enddégenos de imunoglobulina desativados.
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As cadeias leves dos anticorpos sédo codificadas por um de
dois loci separados: kappa (k) e lambda (A). As cadeias leves
dos anticorpos de ratinho s&do essencialmente do tipo k. Os
ratinhos que produzem anticorpos de ratinho, e os ratinhos
modificados que produzem anticorpos totalmente humanos ou
anticorpos quiméricos humano-ratinho, mostram uma parcialidade
na utilizacdo das cadeias leves. Os seres humanos também exibem
uma parcialidade relativamente as cadeias leves, embora né&o
tdo pronunciada como nos ratinhos; a razdo de utilizacédo de
cadeias leves k para cadeias leves A nos ratinhos & de cerca
de 95:5, enquanto nos seres humanos essa razdo € de cerca de
60:40. N&o se cré que a parcialidade mais pronunciada nos
ratinhos afete gravemente a diversidade de anticorpos, uma vez
que o locus A variédvel nos ratinhos nédo é assim tdo diverso a
partida. Esse ndo é o caso nos seres humanos. O locus A de
cadeia leve humano é extremamente diverso.

O locus A de cadeia leve humano prolonga-se por mais de
1000 kb e contém mais de 80 genes que codificam os segmentos
varidveis (V) ou de juncdo (J) (FIG. 1). No locus A de cadeia
leve humano, mais de metade de todos os dominios VA observados
sdo codificados pelos segmentos génicos 1-40, 1-44, 2-8, 2-14
e 3-21. No geral, cré-se que cerca de 30 dos segmentos génicos
VA humanos sejam funcionais. H& sete segmentos génicos JA, em
que apenas quatro deles sdo considerados segmentos génicos JA
geralmente funcionais - JAl, JA2, JA3 e JAT.

O locus A de cadeia leve nos seres humanos é semelhante
em termos de estrutura ao locus k tanto dos ratinhos como dos
seres humanos, no sentido em que o locus A de cadeia leve
humano possui varios segmentos génicos de regido variével qgue
sdo capazes de sofrer recombinacédo para formar uma proteina de
cadeia leve funcional. O locus A de cadeia leve humano contém
aproximadamente 70 segmentos génicos V e 7 pares de segmentos
génicos JA-CA. Apenas quatro destes pares de segmentos génicos
JA-CA aparentam ser funcionais. Nalguns alelos, um gquinto par
de segmentos génicos JA-CA é aparentemente um pseudogene (CA6).
Os 70 segmentos génicos VA parecem conter 38 segmentos génicos
funcionais. As 70 sequéncias VA sdo dispostas em trés clusters,
em que todos eles contém membros distintos dos diferentes
grupos de familias de genes V (clusters A, B e C; FIG. 1).
Esta ¢é uma fonte ©potencialmente rica e relativamente
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inexplorada de diversidade para gerar anticorpos com regides
V humanas em animais ndo humanos.

Em contraste gritante, o locus A de cadeia leve de ratinho
contém apenas dois ou trés (dependendo da estirpe) segmentos
génicos de regido VA de ratinho (FIG. 2). Pelo menos por esta
razdo, ndo se pensa que a grande parcialidade pelas cadeias k
observada nos ratinhos seja particularmente prejudicial para
a diversidade de anticorpos total.

De acordo com 0s mapas publicados do locus A de cadeia
leve de ratinho, o locus consiste essencialmente em dois
clusters de segmentos génicos num trecho de aproximadamente
200 kb (FIG. 2). Os dois clusters contém dois conjuntos de
genes V, J e C gque sdo capazes de rearranjo independente: VA2-
JA2-CA2-JAN4-CA4 e VALI-JA3-CA3-JA1-CAl. Embora se tenha
constatado que VA2 se recombina com todos os segmentos génicos
JA, VAl parece recombinar-se exclusivamente com CAl. Acredita-
se que CA4 & um pseudogene com sitios de splicing defeituosos.

O locus x de cadeia leve de ratinho é incontestavelmente
diferente. A estrutura e o numero de segmentos génicos que
participam nos eventos de recombinacdo conducentes a uma
proteina de cadeia leve funcional a partir do locus xk de
ratinho é muito mais complexo (FIG. 3). Assim, as cadeias leves
A de ratinho ndo contribuem grandemente para a diversidade de
uma populacdo de anticorpos num ratinho tipico.

A exploracdo da grande diversidade do locus A de cadeia
leve humano no ratinho provavelmente resultaria, entre outros
aspetos, numa fonte para um repertdrio humano de dominios V de
cadeia leve mais completo. As tentativas anteriores de
exploracdo desta diversidade utilizaram transgenes humanos,
contendo porgdes do locus A de cadeia leve humano, incorporados
aleatoriamente no genoma de ratinho (ver, por exemplo, US
6,998,514 e US 7,435,871). Os ratinhos contendo estes
transgenes integrados de forma aleatdéria alegadamente
expressam cadeias leves A totalmente humanas. Contudo, em
alguns casos, um ou ambos o0s loci enddgenos de cadeia leve
permanecem intactos. Esta situacdo ndo é desejavel, pois as
sequéncias de cadeia leve A humanas competem com a cadeia leve
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de ratinho (x ou A) no repertdrio de anticorpos expressos do
ratinho.

Em contrapartida, 0os 1nventores descrevem ratinhos
geneticamente modificados que s&o capazes de expressar uma ou
mais sequéncias de 4cidos nucleicos de cadeia leve A
diretamente a partir de um locus k enddgeno de cadeia leve de
ratinho. 0Os ratinhos geneticamente modificados capazes de
expressar sequéncias de cadeia leve A humanas a partir de um
locus k endbgeno poderdo ser cruzados com ratinhos que
compreendem um locus de cadeia pesada humana, sendo, assim,
usados para expressar anticorpos compreendendo regides V
(pesada e leve k) que sdo totalmente humanas. As regides V sdo
expressas com regides constantes de ratinho. Em varios aspetos,
néao estédo presentes segmentos génicos enddgenos de
imunoglobulina de ratinho, e as regides V sdo expressas com
regides constantes humanas. Estes anticorpos seriam Uteis em
numerosas aplicacdes, tanto diagndésticas como terapéuticas.

Vadrios aspetos da expressdo de proteinas de 1ligacéo
derivadas de segmentos génicos VA e JA humanos em ratinhos
apresentam vantagens. As vantagens podem ser concretizadas
colocando as sequéncias A humanas num locus enddgeno de cadeia
leve, por exemplo, o locus k¥ ou A de ratinho. Os anticorpos
produzidos a partir destes ratinhos podem ter cadeias leves
que compreendem dominios VA humanos fundidos com uma regido Ck
de ratinho. Os ratinhos também expressam dominios VA humanos
que sdo adequados para identificacdo e clonagem para uso com
regides Cr humanas, especificamente regides Ck e/ou CA. Como o
desenvolvimento das células B nestes ratinhos é de outro modo
normal, ¢é possivel gerar dominios VA compativeis (incluindo
dominios VA mutados somaticamente) no contexto de regides CA
ou Ck.

Sdo descritos ratinhos geneticamente modificados gue
compreendem um segmento génico VA humano ndo rearranjado e um
JA humano ndo rearranjado num locus K enddgeno de cadeia leve
de imunoglobulina. S&o descritos ratinhos que expressam
anticorpos que compreendem uma cadeia leve possuindo um dominio
VA humano fundido com uma regido Cxk.
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Transcritos estéreis do locus k de cadeia leve de
imunoglobulina

As variacdes sobre o tema da expressido de sequéncias A de
imunoglobulina humana em ratinhos refletem-se em varios
aspetos dos ratinhos geneticamente modificados capazes dessa
expressdo. Assim, em alguns aspetos, o0s ratinhos geneticamente
modificados compreendem determinada (s) sequéncia(s) nao
codificante(s) de um locus humano. Num aspeto, o ratinho
geneticamente modificado compreende segmentos génicos VA e JA
humanos num locus k enddgeno de cadeia leve e compreende ainda
um fragmento gendémico de cadeia leve x humana. Num aspeto
esgspecifico, o fragmento gendémico de cadeia leve k humana é uma
sequéncia ndo codificante encontrada naturalmente entre um
segmento génico Vk humano e um segmento génico Jk humano.

Os loci x de cadeia leve humano e de ratinho contém
sequéncias que codificam transcritos estéreis desprovidos quer
de um coddo de iniciacdo quer de uma grelha de leitura aberta
e que sdo encarados como elementos que regulam a transcrigéo
dos loci k de cadeia leve. Estes transcritos estéreis resultam
de uma sequéncia intergénica localizada a jusante ou em 3' do
segmento génico Vk mais proximal e a montante ou em 5' do
amplificador intrdénico x (Exi) que se encontra a montante do
gene de regido constante de cadeia leve x (Cx). Os transcritos
estéreis resultam do rearranjo da sequéncia intergénica para

formar um segmento VkJkl fundido com um Cx.

Uma substituicdo do locus kx de cadeia leve a montante do
gene Cx removeria a regido intergénica que codifica os
transcritos estéreis. Assim, em varios aspetos, uma
substituicdo da sequéncia de cadeia leve k¥ de ratinho a
montante do gene Cxk de ratinho por segmentos génicos de cadeia
leve A humana resultaria num locus K de cadeia leve de ratinho
humanizado que contém segmentos génicos VA e JA humanos, mas
ndo contém a regido intergénica de cadeia leve kx gque codifica

0S transcritos estéreis.

Tal como aqui descrito, a humanizacdo do locus k enddgeno
de cadeia leve de ratinho com segmentos génicos de cadeia leve
A humana, em que a humanizacdo remove a regido intergénica,
resulta numa queda dramatica na utilizacdo do locus kx de cadeia
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leve, acoplada a um aumento acentuado na utilizacdo da cadeia
leve A. Por conseguinte, embora um ratinho humanizado
desprovido da regido intergénica seja Util na medida em que
pode produzir anticorpos com dominios variédveis de cadeia leve
humana (por exemplo, dominios A ou kx humanos), a utilizacgédo do

locus diminui.

E também descrita a humanizacdo do locus x enddégeno de
cadeia leve de ratinho com segmentos génicos VA e JA humanos,
acoplados a uma insercdo de uma regido intergénica x humana,
para criar um locus VA que contém, relativamente a transcricéo,
entre o segmento génico VA humano final e o primeiro segmento
génico JA humano, uma regido intergénica xk, que exibe uma
populacdo de células B com uma expressdo mais elevada do que
um locus desprovido da regido intergénica k. Esta observacéo
¢ consistente com uma hipdtese de que a regido intergénica -
diretamente através de um transcrito estéril ou indiretamente
- suprime a utilizacdo a partir do locus A enddgeno de cadeia
leve. Com esta hipdtese, a inclusdo da regido intergénica
resultaria numa diminuicdo da utilizacdo do locus A enddgeno
de cadeia leve, deixando ao ratinho a escolha limitada de
utilizar o locus modificado (A em k) para gerar anticorpos tal
como exposto nas reivindicagdes.

Em vdrios aspetos, uma substituicdo da sequéncia de cadeia
leve x de ratinho, a montante do gene Ckx de ratinho, por uma
sequéncia de cadeia leve A humana compreende ainda uma regido
intergénica de cadeia leve k humana disposta, relativamente a
transcricdo, entre a regido 3' ndo traduzida do segmento génico
VA mais 3' e 5' em relacdo ao primeiro segmento génico JA
humano. Em alternativa, esta regido intergénica poderad ser
omitida de um locus x enddgeno de cadeia leve substituido (a
montante do gene Cx de ratinho) efetuando uma eliminacdo no
locus A enddgeno de cadeia leve. Do mesmo modo, sob este
aspeto, o ratinho produz anticorpos a partir de um locus K
enddgeno de cadeia leve contendo sequéncias de cadeia leve A
humana tal como descrito nas reivindicacdes.
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Abordagens de manipulagdo de ratinhos para expressar dominios
VA humanos

Descrevem-se varias abordagens para produzir ratinhos
geneticamente modificados que produzem anticorpos contendo uma
cadeia leve gque tem um dominio VA humano fundido com uma regiéo
Cx enddbgena. Descrevem-se modificacdes genéticas que, em
varios aspetos, compreendem uma eliminacdo de um ou de ambos
os loci enddgenos de cadeia leve. Por exemplo, para eliminar
as cadeias leves A de ratinho do repertdério de anticorpos
endbdgenos, ¢ possivel efetuar uma eliminacdo de um primeiro
cluster de genes VA-JA-CA e a substituicdo, na totalidade ou
em parte, dos segmentos génicos VA-JA de um segundo cluster de
genes por segmentos génicos VA-JA humanos. Descrevem-se
igualmente embrides de ratinho e células geneticamente
modificados, assim como construgcdes de direcionamento para

produzir os ratinhos, os embrides de ratinho e as células.

A eliminacdo de um cluster de genes VA-JA-CA enddbgenos e
a substituicdo dos segmentos génicos VA-JA de outro cluster de
genes VA-JA-CA enddgenos faz uso de uma perturbacéado
relativamente pequena da associacdo e funcdo da regido
constante dos anticorpos naturais no animal, em vadrios aspetos,
porque o0s genes CA endbgenos sdo deixados intactos e, por
conseguinte, retém a sua funcionalidade normal e a capacidade
de associacdo com a regido constante de uma cadeia pesada
enddgena. Assim, nesses aspetos, a modificacdo nédo afeta outras
regides constantes de cadeia pesada endbdgenas que dependem de
regides constantes de cadeia leve funcionais para a montagem
de uma molécula de anticorpo funcional contendo duas cadeias
pesadas e duas cadeias leves. Além disso, em varios aspetos,
a modificacdo ndo afeta a montagem de uma molécula de anticorpo
funcional presa a membrana, envolvendo uma cadeia pesada
endbégena e uma cadeia leve, por exemplo, um dominio hVA ligado
a uma regido CA de ratinho. Como pelo menos um gene CA funcional
¢ retido no locus enddgeno, 08 animais que contém uma
substituicdo dos segmentos génicos VA-JA de um cluster de genes
VA-JA-CA enddgenos por segmentos génicos VA-JA humanos deverio
conseguir produzir cadeias leves A normais, que sdo capazes de
se ligarem ao antigénio durante uma resposta imune através dos
segmentos génicos VA-JA humanos presentes no repertdrio de
anticorpos expressos do animal.
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Uma ilustracdo esquematica (sem estar a escala) de um
cluster de genes VA-JA-CA enddgenos de ratinho eliminado esta
apresentada na FIG. 2. Tal como ilustrado, o locus A de cadeia
leve de ratinho estd organizado em dois clusters de genes, em
que ambos contém segmentos génicos funcionais capazes de sofrer
recombinacdo para formar uma cadeia leve A de ratinho
funcional. O cluster de genes VALI-JA3-CA3-JA1-CAl enddbgenos de
ratinho é eliminado por uma construcdo de direcionamento (vetor
de direcionamento 1) com uma cassete de neomicina flangqueada
por sitios de recombinacdo. O outro cluster de genes enddgenos
(VA2-VA3-JA2-CA2-JA4-CA4) ¢é parcialmente eliminado por uma
construcdo de direcionamento (vetor de direcionamento 2) com
uma cassete de higromicina-timidina-cinase flanqueada por
sitios de recombinacéo. Neste segundo evento de
direcionamento, os segmentos génicos endbdgenos CA2-JA4-CA4 sé&o
conservados. A segunda construcdo de direcionamento (vetor de
direcionamento 2) é construida utilizando sitios de
recombinacdo que sdo diferentes dagqueles usados na primeira
construcdo de direcionamento (vetor de direcionamento 1),
permitindo, assim, a eliminacdo seletiva da cassete de selecédo
apdés a obtencdo de um direcionamento bem-sucedido. O locus
resultante duplamente visado estd funcionalmente silenciado,
na medida em que n&do pode ser produzida nenhuma cadeia leve A
endbdgena. Este locus modificado pode ser usado para a insercéao
de segmentos génicos VA e JA humanos de modo a criar um locus
A endbgeno de ratinho compreendendo segmentos génicos VA e JA
humanos, por meio do qual, apds recombinacdo ao nivel do locus
modificado, o animal produz cadeias leves A compreendendo
segmentos génicos VA e JA humanos rearranjados ligados a um
segmento génico CA enddgeno de ratinho.

A modificacdo genética de um ratinho para tornar os
segmentos génicos A enddgenos ndo funcionais, em vVArios
aspetos, resulta num ratinho gque apresenta exclusivamente
cadeias leves kK no seu repertdrio de anticorpos, tornando-o
util para avaliar o papel das cadeias leves A na resposta imune
e 1util para produzir um repertdrio de anticorpos que
compreendem dominios VK mas ndo dominios VA.

Um ratinho geneticamente modificado, que expressa um hVA
ligado a um gene CA de ratinho apds recombinacdo ao nivel do
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locus A enddbgeno de cadeia leve de ratinho, pode ser preparado
por meio de qualquer método conhecido na técnica. Uma
ilustracdo esquematica (sem estar a escala) da substituicéo
dos segmentos génicos VA2-VA3-JA2 enddgenos de ratinho por
segmentos génicos VA e JA humanos é fornecida na FIG. 4A. Tal
como ilustrado, um locus A enddgeno de cadeia leve de ratinho
que havia sido tornado ndo funcional é substituido por uma
construcdo de direcionamento (vetor de direcionamento 12/1-A)
que inclui uma cassete de neomicina flangqueada por sitios de
recombinacéio. Os segmentos génicos VA2-VA3-JA2 s&do
substituidos por um fragmento gendmico contendo uma sequéncia
A humana que inclui 12 segmentos génicos hVA e um unico
segmento génico hJA.

Assim, esta primeira abordagem posiciona um ou mais
segmentos génicos hVA ao nivel de um locus A enddgeno de cadeia
leve, contiguos a um Unico segmento génico hJA (FIG. 4A).

E possivel efetuar modificacdes adicionais no locus A
enddbgeno de cadeia leve modificado, wutilizando técnicas
similares para introduzir mais segmentos génicos hVA. Por
exemplo, as ilustracdes esquemadticas de duas construcdes de
direcionamento adicionais (vetores de direcionamento +16-A e
+12-A) usadas para a insercdo progressiva de segmentos génicos
hVA humanos adicionais sé&o fornecidas na FIG. bA. Tal como
ilustrado, os fragmentos gendmicos adicionais contendo
segmentos génicos hVA humanos especificos sdo inseridos no
locus A enddgeno de cadeia leve modificado em passos
sucessivos, recorrendo a homologia fornecida pela insercéo
prévia de sequéncias de cadeia leve A humanas. No seguimento
de recombinacdo com cada uma das construcdes de direcionamento
ilustradas, de forma sequencial, 28 segmentos génicos hVA
adicionais s&do inseridos no locus A enddgeno de cadeia leve
modificado. Isto cria um locus guimérico gue produz uma
proteina de cadeia leve A que compreende segmentos génicos
VAJA humanos ligados a um gene CA de ratinho.

As abordagens descritas acima para inserir segmentos
génicos de cadeia leve A humana no locus A de ratinho mantém
os amplificadores posicionados a jusante dos segmentos génicos
CA2-JA4-CA4 (denominados Amp 2.4, Amp e Amp 3.1; FIG. 4A e
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FIG. 5A). Esta abordagem resulta num Unico alelo modificado ao
nivel do locus A enddgeno de cadeia leve de ratinho (FIG. 7A).

Descrevem-se também composicdes e métodos para produzir
um ratinho que expressa uma cadeia leve compreendendo segmentos
génicos hVA e JA ligados funcionalmente a um segmento génico
CA de ratinho, incluindo composicdes e métodos para produzir
um ratinho que expressa esses genes a partir de um locus A
enddgeno de cadeia leve de ratinho. Os métodos incluem tornar
seletivamente um cluster de genes VA-JA-CA enddgenos de ratinho
ndo funcional (por exemplo, por eliminacdo direcionada) e
utilizar segmentos génicos hVA e JA ao nivel do 1locus A
enddgeno de cadeia leve de ratinho para expressar um dominio
hVA num ratinho.

Em alternativa, numa segunda abordagem, o0s segmentos
génicos de cadeia leve A humana poderdo ser posicionados no
locus x enddgeno de cadeia leve. A modificacdo genética, em
varios aspetos, compreende uma eliminacdo do locus k enddgeno
de cadeia leve. Por exemplo, para eliminar as cadeias leves k
de ratinho do repertdrio de anticorpos enddgenos, € possivel
efetuar uma eliminacdo dos segmentos génicos Vk e Jk de
ratinho. Descrevem-se igualmente embrides de ratinho e células
geneticamente modificados, assim como construcbes de
direcionamento para produzir os ratinhos, os embrides de
ratinho e as células.

Pelas razbdes apresentadas acima, a eliminacdo dos
segmentos génicos Vk e Jk de ratinho faz uso de uma perturbacio
relativamente pequena. Uma ilustracdo esquemdtica (sem estar
a escala) dos segmentos génicos Vk e Jk de ratinho eliminados
¢ fornecida na FIG. 3. 0Os segmentos génicos Vk e Jk enddgenos
de ratinho s&do eliminados mediante a delecdo, mediada por
recombinase, da posicdo das sequéncias de ratinho entre dois
vetores de direcionamento precisamente posicionados, em gue
cada um deles utiliza sitios de recombinacéao sitio-
especificos. Um primeiro vetor de direcionamento (vetor de
direcionamento Jk) ¢é utilizado num primeiro evento de
direcionamento para eliminar os segmentos génicos Jx de
ratinho. Um segundo vetor de direcionamento (vetor de
direcionamento Vk) é usado num segundo evento de direcionamento

sequencial, para eliminar uma sequéncia localizada em 5' do
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segmento génico Vk de ratinho mais distal. Ambos os vetores de
direcionamento contém sitios de recombinacéao sitio-
especificos, permitindo, assim, a eliminacédo seletiva de ambas
as cassetes de selecdo e de todas as sequéncias de cadeia leve
kK de ratinho intermédias apds a obtencdo de um direcionamento
bem-sucedido. O locus eliminado resultante estéd funcionalmente
silenciado, na medida em que ndo pode ser produzida nenhuma
cadeia leve k enddgena. Este locus modificado pode ser usado
para a insercdo de segmentos génicos hVA e JA de modo a criar
um locus k enddgeno de ratinho compreendendo segmentos génicos
hVA e JA, por meio do qual, apds recombinacdo ao nivel do locus
modificado, o animal produz cadeias 1leves A compreendendo
segmentos génicos hVA e JA rearranjados ligados a um segmento
génico Cx endégeno de ratinho. E possivel usar varios vetores
de direcionamento compreendendo sequéncias de cadeia leve A
humana, em conjuncdo com este locus kX de ratinho eliminado,
para criar um locus de cadeia leve hibrido contendo segmentos
génicos A humanos ligados funcionalmente a uma regido Cxkx de
ratinho.

Assim, uma segunda abordagem posiciona um ou mais
segmentos génicos VA humanos ao nivel do locus k de cadeia
leve de ratinho, contiguos a um Unico segmento génico JA humano
(vetor de direcionamento 12/1-x; FIG. 4B).

E possivel fazer modificacdes nesta abordagem para
adicionar segmentos génicos e/ou sequéncias reguladoras, de
forma a otimizar a utilizacdo das sequéncias de cadeia leve A
humanas a partir do locus kx de ratinho no ambito do repertdrio
de anticorpos do ratinho.

Numa terceira abordagem, um ou mais segmentos génicos hVA
sdo posicionados ao nivel do locus k de cadeia leve de ratinho,
contiguos a qguatro sequéncias génicas hJA (vetor de
direcionamento 12/4-x; FIG. 4B).

Numa terceira abordagem, um ou mais segmentos génicos hVA
sdo posicionados ao nivel do locus k de cadeia leve de ratinho,
contiguos a uma sequéncia intergénica kK humana e uma Unica
sequéncia génica hJA (vetor de direcionamento 12(x)1-x; FIG.
4B) .
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Numa gquarta abordagem, um ou mais segmentos génicos hVA
sdo posicionados ao nivel do locus k de cadeia leve de ratinho,
contiguos a uma sequéncia intergénica x humana e quatro
sequéncias génicas hJA (vetor de direcionamento 12 (x)4-x; FIG.
4B) .

Todas as abordagens referidas acima para inserir
segmentos génicos de cadeia leve A humana no locus k de ratinho
mantém o elemento amplificador intrdénico x a montante do gene
Cx (designado por Exi; FIG. 4B e FIG. 5B) e o amplificador 3'k
a jusante do gene Ck (designado por Ex3'; FIG. 4B e FIG. 5B).
As abordagens resultam em quatro alelos modificados separados
ao nivel do locus x endbgeno de cadeia leve de ratinho (FIG.
7B) .

Em varios aspetos, o ratinho geneticamente modificado
compreende um knockout (inativacdo) do locus A enddbdgeno de
cadeia leve de ratinho. Num aspeto, o locus A de cadeia leve
¢ inativado por meio de uma estratégia que elimina a regido
que se estende de VA2 a JA2 e a regido gque se estende de VAL
a CAl (FIG. 2). Qualquer estratégia que reduza ou elimine a
capacidade do locus A enddgeno de cadeia leve para expressar
os dominios A enddgenos é adequada para ser utilizada nesta
divulgacéo.

Anticorpos com dominios lambda de ratinhos geneticamente
modificados

Os ratinhos que compreendem sequéncias A humanas no
locus k¥ ou A de cadeia leve de ratinho expressardo uma cadeia
leve que compreende uma regido hVA fundida com uma regido Ci
(Ck ou CA) de ratinho. Estes ratinhos s&do vantajosamente
cruzados com ratinhos que (a) compreendem um locus de cadeia
leve funcionalmente silenciado (por exemplo, um knockout do
locus x ou A endbgeno de cadeia 1leve de ratinho); (b)
compreendem um locus A enddgeno de cadeia leve de ratinho que
compreende segmentos génicos hV e hJ ligados funcionalmente a
um gene CA enddbgeno de ratinho; (c¢) compreendem um locus K
enddgeno de cadeia leve de ratinho que compreende segmentos
génicos hVxk e hJx ligados funcionalmente a um gene Cx enddgeno
de ratinho; e (d) um ratinho em gque um alelo x compreende
segmentos hVk e hJk; e o outro alelo k compreende segmentos
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hVA e hJA; um alelo A compreendendo segmentos hVA e hJA e um
alelo A silenciado ou inativado; ou ambos os alelos A
compreendendo segmentos hVA e hJA; e dois alelos de cadeia
pesada em que cada um deles compreende segmentos hVy, hDg e
hJu.

Os anticorpos que compreendem os dominios hVA expressos
no contexto de Cx sdo usados para produzir anticorpos
totalmente humanos, através da clonagem dos &cidos nucleicos
que codificam os dominios hVA em construcdes de expressio
portadoras de genes que codificam a regido CA humana. As
construcdes de expressdo resultantes sdo transfetadas em
células hospedeiras adequadas para expressar anticorpos que
apresentam um dominio totalmente hVA fundido com hCA.

EXEMPLOS

Os exemplos seguintes sdo fornecidos para descrever a
forma de produzir e utilizar os métodos e composicdes do
invento e ndo se destinam a limitar o &mbito daquilo que os
inventores consideram como a sua invencdo. Exceto indicacdo em
contrario, a temperatura é indicada em graus centigrados e a
pressdo é a pressdo atmosférica ou prdéximo dela.

Exemplo I

Eliminagdo dos loci de cadeia leve de imunoglobulinas de
ratinho

Prepararam-se varias construcdes de direcionamento
utilizando a tecnologia VELOCIGENE® (ver, por exemplo, patente
US n.° 6,586,251 e Valenzuela et al. (2003) High-throughput
engineering of the mouse genome coupled with high-resolution
expression analysis, Nature Biotech. 21(6):652-659) para
modificar bibliotecas gendmicas de ratinho em cromossomas
artificiais bacterianos (BAC), de modo a inativar os locli A e
k de cadeia leve de ratinho.

Eliminagcdo do locus A de cadeia leve de ratinho. O ADN do
clone BAC de ratinho RP23-135k15 (Invitrogen) foi modificado
por recombinacdo hombéloga para inativar o locus A enddgeno de
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cadeia leve de ratinho, através da eliminacdo direcionada dos
clusters de genes VA-JA-CA (FIG. 2).

Resumidamente, todo o cluster proximal compreendendo oS
segmentos génicos VALI-JA3-CA3-JAl-CAl foi eliminado num tnico
evento de direcionamento, utilizando um vetor de
direcionamento compreendendo uma cassete de neomicina
flanqueada por sitios loxP, com um braco de homologia 5'
contendo a sequéncia em 5' do segmento génico VAL e um braco
de homologia 3' contendo a sequéncia em 3' do segmento génico
CAl (FIG. 2, vetor de direcionamento 1).

Preparou-se uma segunda construcdo de direcionamento para
eliminar com precisdo o cluster distal de genes A enddgenos de
ratinho contendo VA2-JA2-CA2-JA4-CA4, exceto gque a construcédo
de direcionamento continha um braco de homologia b5' qgue
continha a sequéncia em 5' do segmento génico VA2 e um braco
de homologia 3' que continha a sequéncia em 5' do segmento
génico CA2 enddgeno (FIG. 2, vetor de direcionamento 2). Assim,
a segunda construcdo de direcionamento eliminou com precisédo
VA2-JA2, deixando CA2-JA4-CA4 intacto no locus A enddgeno de
ratinho. As células CTE contendo um locus A enddgeno inativado
(tal como descrito acima) foram confirmadas por métodos de
cariotipagem e rastreio (por exemplo, TAQMAN®) conhecidos na
técnica. O ADN foi depois isolado das células CTE modificadas
e submetido a tratamento com a recombinase CRE, mediando assim
a eliminacdo da cassete de direcionamento proximal contendo ©
gene de selecdo de neomicina e deixando apenas um uUnico sitio
1oxP no ponto de eliminacdo (FIG. 2, em baixo).

Eliminagdo do 1locus &k de cadeia 1leve de ratinho.
Prepararam-se varias construcdes de direcionamento utilizando
métodos similares aos descritos acima para modificar o ADN dos
clones BAC de ratinho RP23-302gl2 e RP23-254m04 (Invitrogen)
por recombinacdo homdloga, de modo a inativar o locus x de
cadeia leve de ratinho num processo em dois passos (FIG. 3).

Resumidamente, os segmentos génicos Jx (1-5) do locus k
enddgeno de cadeia leve de ratinho foram eliminados num Unico
evento de direcionamento, utilizando um vetor de
direcionamento compreendendo uma cassete de higromicina-

timidina-cinase (hyg-TK) com um Unico sitio loxP em 3' da
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cassete hyg-TK (FIG. 3; vetor de direcionamento Jxk). Os bracos
de homologia wutilizados ©para ©produzir este vetor de
direcionamento continham a sequéncia gendémica de ratinho em 5'
e em 3' dos segmentos génicos Jxk endbgenos de ratinho. Num
segundo evento de direcionamento, preparou-se um segundo vetor
de direcionamento para eliminar uma parte da sequéncia gendmica
de ratinho a montante (5') do segmento génico Vk enddgeno de
ratinho mais distal (FIG. 3; vetor de direcionamento Vx). Este
vetor de direcionamento continha um sitio lox511 invertido, um
sitio loxP e uma cassete de neomicina. Os bragos de homologia
usados para produzir este vetor de direcionamento continham a
sequéncia gendémica de ratinho a montante do segmento génico Vk
de ratinho mais distal. 0Os vetores de direcionamento foram
utilizados de forma sequencial (isto &, Jk e depois Vk) para
visar o ADN nas células CTE. As células CTE portadoras de um
cromossoma duplamente visado (isto €, um Unico locus k enddgeno
de ratinho visado por ambos os vetores de direcionamento) foram
confirmadas por métodos de cariotipagem e rastreio (por
exemplo, Tagman™) conhecidos na técnica. O ADN foi depois
isolado das células CTE modificadas e submetido a tratamento
com a recombinase Cre, mediando assim a eliminacdo dos
segmentos génicos VK enddgenos de ratinho e de ambas as
cassetes de selecdo, e deixando dois sitios lox justapostos e
orientados inversamente um em relacdo ao outro (FIG. 3, em
baixo; SEQ ID NO:1).

Deste modo, criaram-se dois loci endbgenos de cadeia leve
modificados (k e A) com as regides constantes e amplificadoras
intactas para, de forma progressiva e precisa, 1inserir
segmentos génicos A da linha germinal humana ndo rearranjados,

utilizando vetores de direcionamento como descrito abaixo.
Exemplo II

Substituicdo dos loci de cadeia leve de ratinho por um
minilocus A de cadeia leve humano

Prepararam-se varios vetores de direcionamento para a
insercdo progressiva de segmentos génicos A humanos nos loci
K e A endbgenos de cadeia leve de ratinho, usando métodos
similares aos descritos acima. Efetuaram-se multiplas

modificacdes iniciais independentes nos loci enddgenos de
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cadeia leve, em que cada uma delas produziu um locus gquimérico
de cadeia leve contendo segmentos génicos hVA e JA ligados
funcionalmente a genes de regido constante e a amplificadores
de cadeia leve de ratinho.

Um minilocus A humano contendo 12 VA humanos e um segmento
génico JA humano. Construiu-se uma série de vetores de
direcionamento iniciais contendo os primeiros 12 segmentos
génicos VA humanos consecutivos do cluster A e um segmento
génico hJAl ou quatro segmentos génicos hJA, utilizando um
clone BAC humano denominado RP11-729g4 (Invitrogen). As FIG.
4A e 4B ilustram os vetores de direcionamento que foram
construidos para efetuar uma insercdo inicial de segmentos
génicos de cadeia leve A humana nos loci A e k de cadeia leve
de ratinho, respetivamente.

Para um primeiro conjunto de vetores de direcionamento
iniciais, manipulou-se um fragmento de ADN de 124125 bp oriundo
do clone BAC 729g4, contendo 12 segmentos génicos hVA e um
segmento génico hJAl, para incluir um sitio PI-Scel 996 bp a
jusante (3') do segmento génico hJAl para a ligacdo de um braco
de homologia 3'. Utilizaram-se dois conjuntos diferentes de
bracos de homologia para a ligacdo a este fragmento humano: um
conjunto de bracos de homologia continha sequéncias A enddgenas
de ratinho oriundas do clone BAC 135k1l5 (FIG.4A) e outro
conjunto continha a sequéncia x endbdgena em 5' e em 3' dos
segmentos génicos Vk e Jx de ratinho, oriunda dos clones BAC
de ratinho RP23-302gl2 e RP23-254m04, respetivamente (FIG.
4B) .

Para o vetor de direcionamento 12/1-A (FIG. 4A),
construiu-se um sitio PI-Scel na extremidade 5' de um fragmento
de ADN de 27847 bp contendo a sequéncia CA2-JA4-CA4 e o
amplificador 2.4 de ratinho do locus A de ratinho modificado
descrito no Exemplo 1. O fragmento de ratinho de ~28 kb foi
usado como um braco de homologia 3' por ligacdo ao fragmento
A humano de ~ 124 kb, o que criou uma juncdo em 3' contendo,
de 5' para 3', um segmento génico hJAl, 2996 bp de sequéncia A
humana em 3' do segmento génico hJAal, 1229 bp de sequéncia A
de ratinho em 5' do gene CA2 de ratinho, o gene CA2 de ratinho
e a restante porcdo do fragmento de ratinho de ~ 28 kb. A
montante (5') do segmento génico VA3-12 humano encontravam-se
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1456 bp adicionais de sequéncia A humana antes do inicio do
braco de homologia 5', que continha 23792 bp de ADN gendmico
de ratinho correspondente a sequéncia em 5' do locus A enddgeno
de ratinho. Entre o braco de homologia 5' e o inicio da
sequéncia A humana, encontrava-se uma cassete de neomicina
flanqueada por sitios Frt.

Deste modo, o vetor de direcionamento 12/1-A incluia, de
5' para 3', um braco de homologia 5' contendo ~24 kb de
sequéncia gendmica A de ratinho em 5' do locus A enddgeno, um
sitio Frt 5', uma cassete de neomicina, um sitio Frt 3', ~123
kb de sequéncia A gendmica humana contendo os primeiros 12
segmentos génicos hVA consecutivos e um segmento génico hJAl,
um sitio PI-Scel e um braco de homologia 3' contendo ~28 kb de
sequéncia gendmica de ratinho incluindo os segmentos génicos
CA2-JA4-CA4 enddbgenos, a sequéncia do amplificador 2.4 de
ratinho e sequéncia gendémica de ratinho adicional a jusante
(3') do amplificador 2.4 (FIG. 4A).

De forma idéntica, o vetor de direcionamento 12/1-x (FIG.
4B) wutilizou o mesmo fragmento A humano de ~124 kb, embora
tenha usado bracos de homologia contendo sequéncia k de ratinho
para que o direcionamento para o locus k enddgeno pudesse ser
obtido por recombinacdo homdéloga. Assim, o vetor de
direcionamento 12/1-x incluia, de 5' para 3', um braco de
homologia 5' contendo ~23 kb de sequéncia gendmica de ratinho
em 5' do locus x enddbgeno, um sitio I-Ceul, um sitio Frt 5',
uma cassete de neomicina, um sitio Frt 3', ~124 kb de sequéncia
A gendmica humana contendo os primeiros 12 segmentos génicos
hVA consecutivos e um segmento génico hJAl, um sitio PI-Scel
e um braco de homologia 3' contendo ~28 kb de sequéncia
gendmica de ratinho incluindo o gene Cxk, Exi e Ex3' enddbdgenos
de ratinho e sequéncia gendémica de ratinho adicional a jusante
(3') de Ex3' (FIG. 4B; vetor de direcionamento 12/1-x).

A recombinacdo hombéloga com qualgquer um destes dois
vetores de direcionamento iniciais criou um locus (x ou A) de
cadeia leve de ratinho modificado, contendo 12 segmentos
génicos hVA e um segmento génico hJAl ligados funcionalmente
ao gene de regido constante e aos amplificadores enddgenos de
cadeia leve de ratinho (Ck ou CA2 e Exi/Exk3' ou Amp 2.4/Amp
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3.1), que, mediante recombinacdo, conduz a formacdo de uma

cadeia leve A quimérica.

Um minilocus A humano contendo 12 VA humanos e quatro
segmentos génicos JA humanos. Noutra abordagem para
acrescentar diversidade a um locus A quimérico de cadeia leve,
construiu-se um terceiro vetor de direcionamento inicial para
inserir os primeiros 12 segmentos génicos VA humanos
consecutivos do cluster A e 0os segmentos génicos hJAl, 2, 3 e
7 no locus kx de cadeia leve de ratinho (FIG. 4B; vetor de
direcionamento 12/4-x). Um segmento de ADN contendo os
segmentos génicos hJAal, JA2, JA3 e JA7 foli preparado por
sintese de ADN de novo (Integrated DNA Technologies), incluindo
cada segmento génico JA e a sequéncia gendmica humana de ~100
bp de ambas as regides imediatamente 5' e 3' de cada segmento
génico JA. Introduziu-se um sitio PI-Scel na extremidade 3
deste fragmento de ADN de ~1 kb e ligou-se a uma cassete de
cloranfenicol. 0Os bracos de homologia foram amplificados por
PCR a partir de sequéncia A humana, ao nivel das posicgdes 5'
e 3' em relacdo ao segmento génico hJAl do clone BAC humano
729g4. A recombinacdo hombédloga com este vetor de direcionamento
intermédio foi efetuada num clone BAC 729g4 modificado, que
havia sido previamente visado a montante (5') do segmento
génico VA3-12 humano com uma cassete de neomicina flangqueada
por sitios Ftr, que também continha um sitio I-Ceul em 5' do
sitio Frt 5'. O clone BAC 729g4 duplamente visado incluia, de
5'" para 3', um sitio I-Ceul, um sitio Frt 5', uma cassete de
neomicina, um sitio Frt 3', um fragmento de ~123 kb contendo
0s primeiros 12 segmentos génicos hVA, um fragmento de ~1 kb
contendo o0s segmentos génicos JAl, 2, 3 e 7 humanos, um sitio
PI-Scel e uma cassete de cloranfenicol. Este vetor de
direcionamento intermédio foi digerido com I-Ceul e PI-Scel e
subsequentemente ligado ao clone BAC de ratinho modificado
(descrito acima) para criar o terceiro vetor de direcionamento.

Esta ligacéo resultou num terceiro vetor de
direcionamento para a insercdo de sequéncias A humanas no locus
k enddgeno de cadeia leve, que incluia, de 5' para 3', um
braco de homologia 5' contendo ~23 kb de sequéncia gendmica em
5' do locus k enddgeno de ratinho, um sitio I-Ceul, um sitio
Frt 5', uma cassete de neomicina, um sitio Frt 3', um fragmento

de ~123 kb contendo os primeiros 12 segmentos génicos hVA, um
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fragmento de ~1 kb contendo os segmentos génicos hJAal, 2, 3 e
7, um sitio PI-Scel e um braco de homologia 3' contendo ~28
kb de sequéncia gendmica de ratinho incluindo o gene Ck, Exi
e Ex3' endbgenos de ratinho e sequéncia gendmica de ratinho
adicional a Jjusante (3') de Exk3' (FIG. 4B; vetor de
direcionamento 12/4-x). A recombinacdo hombéloga com este
terceiro vetor de direcionamento criou um locus k de cadeia
leve de ratinho modificado, contendo 12 segmentos génicos hVA
e quatro segmentos génicos hJA ligados funcionalmente ao gene
Cx enddbgeno de ratinho, que, mediante recombinacdo, conduz a

formacdo de uma cadeia leve x de ratinho/A humana gquimérica.

Um minilocus A humano com uma sequéncia de cadeia leve k
humana integrada. De modo idéntico, construiram-se dois
vetores de direcionamento adicionais semelhantes aqueles
produzidos para efetuar uma insercdo 1inicial de segmentos
génicos A humanos no locus k enddgeno de cadeia leve (FIG. 4B;
vetores de direcionamento 12/1-x e 12/4-x) para inserir, de
forma progressiva, segmentos génicos de cadeia leve A humana,
recorrendo a vetores de direcionamento de construcdo singular
contendo sequéncias gendmicas A e K humanas contiguas. Estes
vetores de direcionamento foram construidos para incluir uma
sequéncia gendmica x humana de ~23 kb, localizada naturalmente
entre os segmentos génicos Vk4-1 e Jxkl humanos. Esta sequéncia
gendmica k humana foli especificamente posicionada nestes dois
vetores de direcionamento adicionais entre os segmentos
génicos VA humanos e JA humanos (FIG. 4B, vetores de
direcionamento 12(x)1-x e 12(x)4-x).

Ambos os vetores de direcionamento contendo a sequéncia
gendtmica K humana foram preparados utilizando o clone BAC RP11-
729g4 modificado descrito acima (FIG. ©6). Este clone BAC
modificado foi wvisado por uma cassete de selecdo de
espectinomicina flanqueada por sitios de restricdo NotlI e AsiSI
(FIG.6, em cima a esquerda). A recombinacdo hombdéloga com a
cassete de espectinomicina resultou num clone BAC 729g4
duplamente visado que incluia, de 5' para 3', um sitio I-Ceul,
um sitio Frt 5', uma cassete de neomicina, um sitio Frt 3', um
fragmento de ~123 kb contendo os primeiros 12 segmentos génicos
hVA, um sitio NotI cerca de 200 bp a jusante (3') da sequéncia
nonamérica do segmento génico hVA3-1, uma cassete de
espectinomicina e um sitio AsiSI. Um clone BAC humano separado
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contendo a sequéncia k humana (CTD-23667j12) foi visado duas
vezes de forma independente para inserir sitios de restricéo
em localizacdes entre os segmentos génicos hVk4-1 e hJxkl, de
forma a permitir a clonagem subsequente de um fragmento de ~23
kb para ligacdo aos segmentos génicos hVA contidos no clone
BAC 729g4 modificado duplamente visado (FIG. 6, em cima a
direita).

Resumidamente, o clone BAC 2366712 tem cerca de 132 kb e
contém os segmentos génicos hVk 1-6, 1-5, 2-4, 7-3, 5-2, 4-1,
a sequéncia gendmica x humana a jusante dos segmentos génicos
Vk, o0s segmentos génicos hJk 1-5, o hCk e cerca de 20 kb de
sequéncia gendmica adicional do locus kx humano. Este clone foi
inicialmente visado por um vetor de direcionamento contendo
uma cassete de higromicina flanqueada por sitios Frt e um sitio
NotI a jusante (3') do sitio Frt 3'. Os bracos de homologia
para este vetor de direcionamento continham a sequéncia
genémica humana em 5' e em 3' dos segmentos génicos VK
presentes no clone BAC, de modo que, apds recombinacdo homdloga
com este vetor de direcionamento, o0s segmentos génicos Vk foram
eliminados e foi introduzido um sitio NotI ~133 bp a jusante
do segmento génico hVk4-1 (FIG. 6, em cima a direita). Este
clone BAC 2366712 modificado foi visado na extremidade 3' por
dois vetores de direcionamento independentes para eliminar os
segmentos génicos hJk, utilizando uma cassete de cloranfenicol
que também continha um segmento génico hJAl, um sitio PI-Scel
e um sitio AsiSI ou entdo um fragmento gendémico A humano
contendo quatro segmentos génicos hJA (acima), um sitio PI-
Scel e um sitio AsiSI (FIG. 6, em cima a direita). 0Os bracos
de homologia para estes dois vetores de direcionamento
similares continham a sequéncia em 5' e em 3' dos segmentos
génicos hJk. A recombinacdo homéloga com estes segundos vetores
de direcionamento e o clone BAC 23667312 modificado deu origem
a um clone 2366712 duplamente visado que incluia, de 5' para
3", um sitio Frt 5', uma cassete de higromicina, um sitio Frt
3", um sitio NotI, um fragmento gendmico de 22800 bp do locus
kK humano contendo a regido intergénica entre os segmentos
génicos Vk4-1 e Jxl, um segmento génico hJAl ou um fragmento
gendmico A humano contendo hJAl, JA2, JA3 e JA7, um sitio PI-
Scel e uma cassete de cloranfenicol (FIG. 6, em cima a
direita). Os dois vetores de direcionamento finais para efetuar
as duas modificacdes adicionais foram obtidos por meio de dois
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passos de ligacdo, usando os clones 729g4 e 2366712 duplamente
visados.

Os clones 729g4 e 2366312 duplamente visados foram
digeridos com NotI e AsiSI, originando um fragmento contendo
a cassete de neomicina e os segmentos génicos hVA e outro
fragmento contendo o fragmento gendmico de ~23 kb do locus x
humano contendo a regido intergénica entre os segmentos génicos
Vk4-1 e Jxl, um segmento génico hJAl ou entdo um fragmento
gendmico contendo os segmentos génicos hJAl, JA2, JA3 e JA7,
o sitio PI-Scel e a cassete de cloranfenicol, respetivamente.
A ligacdo destes fragmentos produziu dois clones BAC Unicos
contendo, de 5' para 3', os segmentos génicos hVA, a sequéncia
gendmica ¥ humana entre os segmentos génicos Vk4-1 e Jxl, um
segmento génico hJAl ou entdo um fragmento gendmico contendo
0s segmentos génicos hJAl, JA2, JA3 e JA7, um sitio PI-Scel e
uma cassete de cloranfenicol (FIG. 6, em baixo). Estes novos
clones BAC foram depois digeridos com I-Ceul e PI-Scel para
libertar os fragmentos Unicos contendo a cassete de neomicina
a montante e as sequéncias A e K humanas contiguas e ligados
num clone BAC de ratinho modificado 302gl2 que continha, de 5
para 3', a sequéncia gendmica de ratinho em 5' do locus x
enddégeno, um sitio I-Ceul, um sitio Frt 5', uma cassete de
neomicina, um sitio Frt 3', o0s segmentos génicos hVA (3-12 a
3-1), um sitio NotI ~200 bp a jusante de VA3-1, ~23 kb da
sequéncia k humana encontrada naturalmente entre os segmentos
génicos Vk4-1 e Jxl, um segmento génico hJAl ou entdo um
fragmento gendmico contendo os segmentos génicos hJAl, JA2,
JA3 e JA7, o Exi de ratinho, o gene Ck de ratinho e o Ex3'
(FIG. 4; vetores de direcionamento 12hVA-VkJxk-hJAl e 12hVA-
VkJk-4hJA) . A recombinacdo homéloga com estes dois vetores de
direcionamento criou dois loci x de cadeia leve de ratinho
modificados separados, contendo 12 segmentos génicos hVA, a
sequéncia gendmica ¥ humana e um ou quatro segmentos génicos
hJA ligados funcionalmente ao gene Cx enddgeno de ratinho,
que, mediante recombinacdo, conduzem a formacdo de uma cadeia

leve ¥ de ratinho/A humana quimérica.

Exemplo III

Introdugdo de segmentos génicos VA humanos adicionais num
minilocus A de cadeia leve humano
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Adicionaram-se segmentos génicos hVA adicionais de forma
independente a cada uma das modificacdes iniciais descritas no
Exemplo 2, utilizando vetores de direcionamento e métodos
similares (FIG. 5A, vetor de direcionamento +16-A e FIG. 5B,
vetor de direcionamento +16-x).

Introdugdo de 16 segmentos génicos VA humanos adicionais.
0Os bracos de homologia a montante (5') utilizados na construcéo
dos vetores de direcionamento para adicionar 16 segmentos
génicos hVA adicionais aos loci de cadeia leve modificados
descritos no Exemplo 2 continham sequéncia gendédmica de ratinho
em 5' dos loci k ou A enddbgenos de cadeia leve. Os bracos de
homologia 3' foram os mesmos para todos o0s vetores de
direcionamento e continham sequéncia gendmica humana
sobreponivel a extremidade 5' da sequéncia A humana das
modificacdes descritas no Exemplo 2.

Resumidamente, construiram-se dois vetores de
direcionamento para a introducdo de 16 segmentos génicos hVA
adicionais nos loci de cadeia leve de ratinho modificados
descritos no Exemplo 2 (FIG. 5A e 5B; vetor de direcionamento
+16-A ou +16-x). Um fragmento de ADN de ~172 kb oriundo do
clone BAC humano RP11-761T113 (Invitrogen), contendo 21
segmentos génicos hVA consecutivos do cluster A, foi modificado
com um braco de homologia 5' contendo sequéncia gendmica de
ratinho em 5' dos loci kx ou A enddbgenos de cadeia leve e um
braco de homologia 3' contendo sequéncia A gendmica humana. Os
bracos de homologia (x ou A) 5' utilizados nestas construcdes
de direcionamento foram os mesmos bracos de homologia 5
descritos no Exemplo 2 (FIG. 5A e 5B). O braco de homologia 3'
incluia uma sobreposicdo de 53057 bp de sequéncia A gendmica
humana correspondente a extremidade 5' equivalente do
fragmento de ~123 kb de sequéncia A gendmica humana descrito
no Exemplo 2. Estes dois vetores de direcionamento incluiam,
de 5' para 3', um braco de homologia 5' contendo ~23 kb de
sequéncia gendmica de ratinho em 5' do locus x enddgeno de
cadeia leve de ratinho ou ~24 kb de sequéncia gendmica de
ratinho em 5' do locus A enddgeno de cadeia leve, um sitio Frt
5', uma cassete de higromicina, um sitio Frt 3' e 171457 bp de
sequéncia A gendmica humana contendo 21 segmentos génicos hVA
consecutivos, ~53 kb dos quais se sobrepdem a extremidade 5'
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da sequéncia A humana descrita no Exemplo 3 e atuam como o
braco de homologia 3' para esta construcdo de direcionamento
(FIG. 5A e 5B, vetores de direcionamento +16-A ou +16-kx). A
recombinacdo homdéloga com estes vetores de direcionamento
criou loci x e A de cadeia leve de ratinho modificados
independentemente, contendo 28 segmentos génicos hVA e um
segmento génico hJAl ligados funcionalmente a genes de regido
constante enddgenos de ratinho (Cxk ou CA2), que, mediante
recombinacido, conduzem a formacdo de uma cadeia leve quimérica.

De uma forma idéntica, o vetor de direcionamento +16-x
também foi usado para introduzir os 16 segmentos génicos hVA
adicionais nas outras modificacdes 1iniciais descritas no
Exemplo 2 que incorporavam multiplos segmentos génicos hdJA,
com e sem uma sequéncia K humana integrada (FIG. 4B). A
recombinacdo hombéloga com este vetor de direcionamento ao nivel
do locus kx enddgeno de ratinho contendo as outras modificacdes
iniciais criou locli k de cadeia leve de ratinho, contendo 28
segmentos génicos hVA e os segmentos génicos hJAal, 2, 3 e 7,
com e gsem uma sequéncia gendémica Vxk-Jk humana, ligados
funcionalmente ao gene Cx enddgeno de ratinho, que, mediante
recombinacdo, conduzem a formacdo de uma cadeia leve A-x
quimérica.

Introducdo de 12 segmentos génicos VA humanos adicionais.
Adicionaram-se segmentos génicos hVA adicionais de forma
independente a cada uma das modificacgdes descritas acima,
utilizando vetores de direcionamento e métodos similares. A
estrutura final do locus, que resulta de recombinacdo homdloga
com os vetores de direcionamento contendo os segmentos génicos
hVA adicionais, estéd ilustrada nas FIGS. 7A e 7TB.

Resumidamente, construiu-se um vetor de direcionamento
para a introducdo de 12 segmentos génicos hVA adicionais nos
loci A e x de cadeia leve de ratinho modificados descritos
acima (FIG. 5A e 5B; vetores de direcionamento +12-A ou 12-x).
Um fragmento de ADN de 93674 pb oriundo do clone BAC humano
RP11-761I13 (Invitrogen), contendo 12 segmentos génicos hVA
consecutivos do cluster B, foi modificado com um braco de
homologia 5' contendo sequéncia gendmica de ratinho em 5' dos
loci ¥ ou A enddbgenos de cadeia leve de ratinho e um braco de
homologia 3' contendo sequéncia A gendmica humana. Os bracos
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de homologia 5' utilizados nesta construcdo de direcionamento
foram os mesmos bracos de homologia 5' utilizados para a adicédo
dos 16 segmentos génicos hVA descritos acima (FIG. 5A e 5B).
O braco de homologia 3' foi preparado por insercdo de um sitio
PI-Scel ~3431 bp a montante (5') do segmento génico VA3-29P
humano contido num fragmento genémico de 27468 bp de sequéncia
A humana, proveniente do clone BAC RP11-761I13. Este sitio PI-
Scel atuou como ponto de ligacdo para unir o fragmento de ~94
kb de sequéncia A humana adicional ao fragmento de ~27 kb de
sequéncia A humana gque é sobreponivel a extremidade 5' da
sequéncia A humana na modificacdo prévia, utilizando os vetores
de direcionamento +16-A ou +16-x (FIG. 5A e 5B). Estes dois
vetores de direcionamento incluiam, de 5' para 3',

um braco de homologia 5' contendo ~23 kb de sequéncia gendmica
de ratinho em 5' do locus x enddgeno de cadeia leve ou ~24 kb
de sequéncia gendmica de ratinho em 5' do locus A enddgeno de
cadeia leve, um sitio Frt 5', uma cassete de neomicina, um
sitio Frt 3' e 121188 bp de sequéncia A gendmica humana
contendo 16 segmentos génicos hVA e um sitio PI-Scel, ~27 kb
dos guais se sobrepdem a extremidade 5' da sequéncia A humana
proveniente da insercdo dos 16 segmentos génicos hVA adicionais
e atuam como o braco de homologia 3' para esta construcédo de
direcionamento (FIG. 5A e 5B, vetores de direcionamento +12-A
ou 12-x). A recombinacdo homdéloga com estes vetores de
direcionamento criou loci x e A de cadeia leve de ratinho
modificados independentemente, contendo 40 segmentos génicos
hVA e um segmento JAl humano ligados funcionalmente a genes de
regido constante enddgenos de ratinho (Cx ou CA2), que,
mediante recombinacdo, conduzem a formacido de uma cadeia leve
quimérica (final da FIG.5A e 5B).

De uma forma idéntica, o vetor de direcionamento +12-x
também foi usado para introduzir os 12 segmentos génicos hVA
adicionais nas outras modificacdes iniciais que incorporavam
miltiplos segmentos génicos hJA, com e sem uma sequéncia K
humana integrada (FIG. 4B). A recombinacdo homdéloga com este
vetor de direcionamento ao nivel do locus x enddgeno de ratinho
contendo as outras modificacdes criou um locus k de cadeia
leve de ratinho, contendo 40 segmentos génicos hVA e os
segmentos génicos hJAl, 2, 3 e 7, com e sem uma sequéncia

gendmica Vk-Jk humana, ligados funcionalmente ao gene Ck
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Q-

enddgeno de ratinho, que, mediante recombinacdo, conduz

formacdo de uma cadeia leve A-x gquimérica.

Exemplo IV

Identificacdo de células CTE visadas que transportam
segmentos génicos de cadeia leve A humana

O ADN de BAC visado preparado de acordo com os Exemplos
precedentes foi usado para efetuar a eletroporacdo de células
CTE de ratinho, de modo a criar células CTE modificadas
destinadas a gerar ratinhos quiméricos que expressam segmentos
génicos de cadeia leve A humana. As células CTE contendo uma
insercdo de segmentos génicos de cadeia leve A humana néo
rearranjados foram identificadas por meio de um ensaio TAQMAN®
quantitativo. Desenharam-se conjuntos de iniciadores e sondas
especificos para a insercdo de sequéncias A humanas e as
cassetes de selecdo associadas (ganho de alelo, GDA), a perda
de sequéncias endbgenas de ratinho e quaisquer cassetes de
selecdo (perda de alelo, PDA) e a retencdo de sequéncias
flanqueantes de ratinho (retencdo de alelo, RA). Para cada
insercdo adicional de sequéncias A humanas, utilizaram-se
conjuntos de iniciadores e sondas adicionais para confirmar a
presenca das sequéncias A humanas adicionais, assim como 0s
conjuntos de iniciadores e sondas anteriores para confirmar a
retencdo das sequéncias humanas previamente visadas. A Tabela
1 apresenta os iniciadores e sondas associadas utilizados nos
ensaios de PCR gquantitativos. A Tabela 2 apresenta as
combinacdes usadas para confirmar a insercdo de cada seccido de
segmentos génicos de cadeia leve A humana nos clones de células
CTE.

As células CTE portadoras dos segmentos génicos de cadeia
leve A humana sdo opcionalmente transfetadas com uma construcgédo
que expressa FLP, de forma a remover a cassete de neomicina
flanqueada por sitios Frt introduzida pela insercdo da
construcdo de direcionamento contendo os segmentos génicos
VA5-52-VA1-40 humanos (FIG. 5A e 5B). A cassete de neomicina
poderd ser opcionalmente removida através do cruzamento com
ratinhos que expressam a recombinase FLP (por exemplo, US
6,774,279). Opcionalmente, a cassete de neomicina é conservada
nos ratinhos.
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Tabela 1
Iniciador SEQ ID NO: Sonda SEQ ID NO:

hI2F 2
hL2P 24

hL2R 3

hL3F 4
hL3P 25

hL3R 5

NeoF 6
NeoP 26

NeoR 7

61hJ1F 8
61lhJ1P 277

61hJ1R 9

67hT1F 10
67hT1P 28

67hT1R 11

67hT3F 12
6 7hT3P 29

6 7hT3R 13

HygF 14
HygP 30

HygR 15

MKD2F 16
MKD2P 31

MKD2R 17

MKPSF 18
MKP8P 32

MKP8R 19

MKP15F 20
MKP15P 33

MKP15R 21

MK20F 22

MKP4R 23

68h2F 34
68h2P 38

68h2R 35

68h5F 36
68h5P 39

68h5R 37

mL1F 75
mL1lP 83

mL1R 76
mL2F 77 mL2P 84
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mL2R 78
mL11F 79
mL11P 85
mL11R 80
mL12F 81
mL12P 86
mL12R 82
Tabela 2
L N ) Conjunto de Localizacgédo da
Modificacdo Ensaio LT, Sonda .
iniciadores sequéncia
direto/inverso
hI2F/hL2R hL2Pp
hVA3-12-hVA3-1
hL3F/hL3R hL3P
GDA  [61hJl1F/61hJ1R 61hJ1P [Sequéncia hJi
Cassete de
NeoF/NeoR NeoP o
neomicina
Sequéncia
MK20F/MKP4R - lox511/1oxP do
locus x inativado
Cassete de
. HygF/HygR HygP higromicina do
Insercdo de PDA locus A inativado
12 hVA e
Al mL1F/mL1R mL1P Cluster VAL-CAl
mL2F/mL2R mL2P de ratinho
mLl1l F/mL1l R mL11P Cluster VA2-CA2
mL12F/mL12R mL12P de ratinho
Sequéncia de
MKD2F/MKD2R MKD2P ratinho em 5' do
locus Vk
RA/PDA
Sequéncia de
MKP15F/MKP15R MKP15P ratinho em 3' do
locus Vk
67hT1F/67hT1R 67hT1P
hVA3-27-hVvkA3-12
67hT3F/67hT3R 67hT3P
GDA
Cassete de
HygF/HygR HygP

higromicina
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Cassete de
. NeoF/NeoR NeoP o
Insercdo de neomicina
16 hVA
mL1F/mL1R mL1P Cluster VAL-CAl de
PDA .
mL2F/mL2R mL2P ratinho
mL11F/mL11R mL11P Cluster VA2-CA2 de
mL12F/mL12R mL12P ratinho
hI2F/hL2R hL2p
RA hVvA3-12-hvA3-1
hL3F/hL3R hL3P
Sequéncia de
MKD2F/MKD2R MKD2P ratinho em 5' do
locus Vk
RA/PDA
Sequéncia de
MKP15F/MKP15R MKP15P |[ratinho em 3' do
locus Vk
68h2F/68h2R 68h2P
hVv7A5-52-hVAl1-40
68h5F/68h5R 68h5P
GDA
Cassete de
NeoF/NeoR NeoP o
neomicina
Cassete de
HygF/HygR HygP . ..
higromicina
mL1F/mL1R mL1P Cluster VALl-CAl de
PDA \
mL2F/mL2R mL2P ratinho
mL11F/mL11R mL1lP  |Cluster VA2-CA2 de
T . mL12F/mL12R mL12P ratinho
nsercdo de
12 hvi hL2F/hL2R hL2P
hVA3-12-hVA3-1
hL3F/hL3R h1L3P
RA
67hT1l F/67hT1 R 67hT1P
hVA3-27-hVA3-12
67hT3F/67hT3R 67hT3P
Sequéncia de
MKD2F/MKD2R MKD2P ratinho em 5' do
locus Vk
RA/PDA
Sequéncia de
MKP15F/MKP15R MKP15P ratinho em 3' do

locus Vk
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Exemplo V

Geragdo de ratinhos que expressam cadeias leves A humanas a
partir de um locus enddégeno de cadeia leve

As células CTE visadas descritas acima foram usadas como
células CTE dadoras e introduzidas num embrido de ratinho de
8 células pelo método VELOCIMOUSE® (ver, por exemplo, Patente
U.S. n.° 7,294,754 e Poueymirou et al. (2007) FO generation
mice that are essentially fully derived from the donor gene-
targeted ES cells allowing immediate phenotypic analyses
Nature Biotech. 25(1):91-99). 0s VELOCIMICE® (ratinhos FO
totalmente derivados da célula CTE dadora) portadores de
segmentos génicos A humanos foram identificados por
genotipagem, utilizando uma modificacdo do ensaio de alelos
(Valenzuela et al., supra) que detetou a presenca dos segmentos
génicos A humanos invulgares (supra).

Utilizagcdo de cadeias leves k:A de ratinhos portadores de
segmentos génicos de cadeia leve A humana. Ratinhos
homozigdéticos para cada uma das trés insercdes sucessivas de
segmentos génicos hVA com um Unico segmento génico hJAa (FIG.
5B) e ratinhos homozigbdéticos para uma primeira insercdo de
segmentos génicos hVA com um Gnico segmento génico hJA ou entéo
com qguatro segmentos génicos JA humanos, incluindo uma
sequéncia gendmica Vx-Jk humana (FIG. 4B), foram analisados
quanto a expressdo das cadeias leves kx e A em esplendbcitos,
utilizando citometria de fluxo.

Resumidamente, os bacos foram colhidos de grupos de
ratinhos (variando entre trés e sete animais por grupo) e
triturados usando laminas de vidro. Apds a lise dos gldbulos
vermelhos (GV) com tampdo de lise ACK (Lonza Walkersville), os
esplenbécitos foram corados com anticorpos especificos para
CD19 de ratinho (Clone 1D3; BD Biosciences), CD3 de ratinho
(17A2; Biolegend), Igx de ratinho (187.1; BD Biosciences) e
IgA de ratinho (RML-42; Biolegend) conjugados com corantes
fluorescentes. O0s dados foram adgquiridos wutilizando um
citémetro de fluxo BD™ LSR II (BD Biosciences) e analisados
com recurso ao software FLOWJO™ (Tree Star, Inc.). A Tabela 3
apresenta os valores percentuais médios para a expressdo de
células B (CD19"), cadeia leve x (CD19*Igk*IgA~) e cadeia leve
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A (CD19'Igk Ig') observada nos esplendcitos provenientes dos
grupos de animais portadores de cada modificacdo genética.

Numa experiéncia similar, o contetdo das células B do
compartimento esplénico de ratinhos homozigbdticos para uma
primeira insercdo de 12 hVA e quatro segmentos génicos hJA,
incluindo wuma sequéncia gendmica Vk-Jk humana, ligados
funcionalmente ao gene Cxk de ratinho (final da FIG. 4B) e de
ratinhos homozigbéticos para 40 hVA e um segmento génico hJA
(final da FIG. 5B ou topo da FIG. 7B) foi analisado quanto a
expressdo de Igk e IgkA, utilizando citometria de fluxo (como
descrito acima). A FIG. 8A ilustra a expressdo de IgA e Igxk em
células B CD19* para um ratinho representativo de cada grupo.
O numero de células B CD19* por baco também foi registado para
cada ratinho (FIG. 8B).

Noutra experiéncia, o contetdo das células B dos
compartimentos esplénico e da medula ¢éssea de ratinhos
homozigdéticos para 40 hVA e quatro segmentos génicos hda,
incluindo uma sequéncia gendmica Vk-Jx humana, 1ligados
funcionalmente ao gene Cx de ratinho (final da FIG. 7B) foi
analisado em termos de progressdo através do desenvolvimento
das células B, utilizando citometria de fluxo de varios
marcadores de superficie celular.

Resumidamente, dois grupos (N=3 ambos, 9-12 semanas de
idade, machos e fémeas) de ratinhos de tipo selvagem e de
ratinhos homozigdéticos para 40 hVA e quatro segmentos génicos
hJA, incluindo uma sequéncia gendmica Vk-Jx humana, ligados
funcionalmente ao gene Cx de ratinho foram sacrificados, e os
bacos e a medula &6ssea foram colhidos. A medula o6ssea foi
colhida dos fémures por irrigacdo com meio RPMI completo (meio
RPMI suplementado com soro fetal de vitelo, piruvato de sddio,
Hepes, 2-mercaptoetanol, aminoacidos n&do essenciais e
gentamicina). Os GV das preparacdes de baco e de medula éssea
foram lisados com tampdo de lise ACK (Lonza Walkersville),
seguidos de lavagem com meio RPMI completo. Incubaram-se 1x10°
células com anticorpo anti-CD16/CD32 de ratinho (2.4G2, BD
Biosciences) em gelo durante 10 minutos, seguida de marcacéo
com um painel de anticorpos selecionados durante 30 minutos em
gelo.
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Painel da medula 6ssea: anti-CD43-FITC de ratinho (1B11,
BioLegend), PE-ckit (2B8, BioLegend), PeCy7-IgM (II/41,
eBioscience), PerCP-Cy5.5-IgD (11-26c.2a, BiolLegend), APC-
B220 (RA3-6B2, eBioscience), APC-H7-CD19 (ID3, BD) e Pacific
Blue-CD3 (17A2, BioLegend).

Painel da medula &éssea e baco: anti-Igxk-FITC de ratinho
(187.1, BD), PE-IgA (RML-42, BioLegend), PeCy7-IgM (II/41,
ebioscience), PerCP-Cy5.5-IgD (11-26c.2a, BioLegend), Pacific
Blue-CD3 (17A2, BiolLegend), APC-B220 (RA3-6B2, eBioscience),
APC-H7-CD19 (ID3, BD).

Apbds a coloracdo, as células foram lavadas e fixadas em
formaldeido a 2%. A aquisicdo dos dados foi efetuada num
citdémetro de fluxo FACSCANTOII™ (BD Biosciences) e analisada
com recurso ao software FLOWJO™ (Tree Star, Inc.). As FIGS. 9A
- 9D mostram os resultados para o compartimento esplénico de
um ratinho representativo de cada grupo. As FIGS. 10A - 10E
mostram os resultados para o compartimento da medula déssea de
um ratinho representativo de cada grupo. A Tabela 4 apresenta
0s valores percentuais médios para a expressdo de células B
(CD19%), cadeia leve ¥ (CD19'Igk*IgA~) e cadeia leve A (CD19*Igk-
Ig') observada nos esplendécitos provenientes dos grupos de
animais portadores de varias modificacdes genéticas. A Tabela
5 apresenta os valores percentuais médios para as células B
(CD19%), as células B maduras (B220PMIgMf), as células B
imaturas (B220irtIgM*), as células B imaturas que expressam a
cadeia leve k (B220irtIgMfIgk®) e as células B imaturas que
expressam a cadeia leve A (B220intIgM*IgA*) observados na medula
6ssea de ratinhos de tipo selvagem e de ratinhos homozigdticos
para 40 hVA e quatro segmentos génicos hJA, incluindo uma
sequéncia gendmica Vx-Jxk humana, ligados funcionalmente ao
gene Ck de ratinho. Esta experiéncia foi repetida com grupos
adicionais dos ratinhos descritos acima e apresentou
resultados similares (resultados ndo apresentados).
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Tabela 3
Gendétipo % células B % Igk*t % IgAt
Tipo selvagem 46,2 91,0 3,6
12 hVA+hJxkl 28,3 10,4 62,5
12 hVA-VkJk-hJAl 12,0 11,0 67,5
12 hVA-VrJIk-4hJA 41,8 17,2 68,4
28 hVA+hJAl 22,0 13,3 51,1
40 hVA+hJAl 28,2 24,3 53,0

Tabela 4
Genétipo % células B % Igkt % IgA*
Tipo selvagem 49,8 91,2 3,5
40 hVA-VkJIx-4hJA 33,3 41,0 43,1

Tabela 5

% células % células % células % células

Gendétipo % . ) .
, B maduras B imaturas B imaturas B imaturas
células B
Igk* IgAat
Tipo
62,2 9,2 12,0 79,0 8,84
selvagem
40hVA-
60,43 2,59 7,69 38,29 43,29
VxJx-4hJA
Utilizagcdo de genes VA humanos em ratinhos portadores de
segmentos génicos de cadeia leve A humana. Ratinhos

heterozigdbdéticos para uma primeira insercdo de sequéncias A
humanas (hVA3-12-hVA3-1 e hJAl, FIG. 5B) e homozigdticos para
uma terceira insercdo de sequéncias A humanas (hVA5-52-hVA3-1
e hJAl, FIG. 5B) foram analisados quanto a utilizacdo dos genes
de cadeia leve A humana por reacdo em cadeia da polimerase com
recurso a transcriptase reversa (RT-PCR), utilizando ARN
isolado de esplendcitos.
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Resumidamente, os bacos foram colhidos e perfundidos com
10 ml de meio RPMI-1640 (Sigma) contendo HI-FBS a 5% em sacos
descartaveis estéreis. Cada saco contendo um baco utnico foi
depois colocado num STOMACHER™ (Seward) e homogeneizado usando
uma configuracdo média durante 30 segundos. 0s Dbacos
homogeneizados foram filtrados usando um coador de células de
0,7 um, depois foram depositados com uma centrifuga (1000 rpm
durante 10 minutos) e os glébulos vermelhos foram lisados em
BD PHARM LYSE™ (BD Biosciences) durante trés minutos. Os
esplenécitos foram diluidos com RPMI-1640 e novamente
centrifugados, seguidos de ressuspensdo em 1 ml de PBS (Irvine
Scientific). O ARN foi isolado a partir dos esplendcitos
depositados utilizando técnicas padrdo conhecidas na técnica.

A reacdo de RT-PCR foi efetuada no ARN dos esplendcitos,
usando iniciadores especificos para 0s segmentos génicos hVA
humanos e o gene Cxkx de ratinho (Tabela 6). Os produtos de PCR
foram purificados em gel, clonados no vetor pCR2.1-TOPO TA
(Invitrogen) e sequenciados com o©0s iniciadores M13 Direto
(GTAAAACGAC GGCCAG; SEQ ID NO: 55) e MI3 Inverso (CAGGAAACAG
CTATGAC; SEQ ID NO:56) qgue estdo localizados no vetor em
posicdes que flanqueiam o sitio de clonagem. Sequenciaram-se
oitenta e quatro clones totais derivados da primeira e terceira
insercdes de sequéncias A humanas para determinar a utilizacéo
dos genes hVA (Tabela 7). A sequéncia nucleotidica da juncéo
hVA-hJAl-mCx para clones de RT-PCR selecionados esté
apresentada na FIG. 11.

De forma idéntica, ratinhos homozigdéticos para uma
terceira insercdo de sequéncias génicas de cadeia leve A humana
(isto é, 40 segmentos génicos hVA e quatro segmentos génicos
hJA, incluindo uma sequéncia gendmica Vk-Jx humana; final da
FIG. 7B) ligadas funcionalmente ao gene Ckx enddgeno de ratinho
foram analisados quanto a utilizacdo dos genes de cadeia leve
A humana por RT-PCR, utilizando ARN isolado de esplendcitos
(como descrito acima). A utilizacdo dos segmentos génicos de
cadeia leve A humana para 26 clones de RT-PCR selecionados
estd apresentada na Tabela 8. A sequéncia nucleotidica da
juncdo hVA-hJA-mCx para clones de RT-PCR selecionados esté
apresentada na FIG. 12.
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De forma idéntica, ratinhos homozigdticos para uma
primeira insercdo de segmentos génicos de cadeia leve A humana
(12 segmentos génicos hVA e hJAl; FIG. 4A e FIG. 5A) ligados
funcionalmente ao gene CA2 enddgeno de ratinho foram analisados
quanto a utilizacdo dos genes de cadeia leve A humana por RT-
PCR, utilizando ARN isolado de esplendcitos (como descrito
acima). Os iniciadores especificos para os segmentos génicos
hVA (Tabela ©6) foram emparelhados com um dos dois iniciadores
especificos para o gene CA2 de ratinho: CA2-1 (SEQ ID NO:104)
ou CA2-2 (SEQ ID NO:105).

Observaram-se multiplos segmentos génicos hVA
RT-PCR de

portadores de segmentos génicos de cadeia leve A humana ao

rearranjados para hAl nos clones de ratinhos
nivel do locus A endbgeno de cadeia leve de ratinho. A
sequéncia nucleotidica da juncdo hVA-hJA-mCA2 para clones de

RT-PCR selecionados estd apresentada na FIG. 13.

Tabela 6
5! Sequéncia (5'-3"') Siﬁ)FD
Iniciador hvA |
VLL-1 CCTCTCCTCC TCACCCTCCT 40
VLL-1n ATGRCCDGST YYYCTCTCCT 41
VLL-2 CTCCTCACTC AGGGCACA 42
VLL-2n ATGGCCTGGG CTCTGCTSCT 43
VLL-3 ATGGCCTGGA YCSCTCTCC 44
VLL-4 TCACCATGGC YTGGRYCYCM YTC 45
VLL-4.3 TCACCATGGC CTGGGTCTCC TT 46
VLL-5 TCACCATGGC CTGGAMTCYT CT 47
VLL-6 TCACCATGGC CTGGGCTCCA CTACTT 48
VLL-7 TCACCATGGC CTGGACTCCT 49
VLL-8 TCACCATGGC CTGGATGATG CTT 50
VLL-9 TAAATATGGC CTGGGCTCCT CT 51
VLL-10 TCACCATGCC CTGGGCTCTG CT 52
VLL-1 TCACCATGGC CCTGACTCCT CT 53
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3|

L. . SEQ ID
Iniciador Cx Sequéncia (5'-3") NO:
ratinho ’
mIgKC3'-1 CCCAAGCTTA CTGGATGGTG GGAAGATGGA 54

Tabela 7

N.° de clones
observado

N
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Tabela 8
Clone hva hJa
1-3 1-44 7
1-5 1-51 3
2-3 9-49 7
2-5 1-40 1
2-6 1-40 7
3b-5 3-1 7
4a-1 4-3 7
4a-5 4-3 7
4b-1 1-47 3
5-1 3-10 3
5-2 1-40 7
5-3 1-40 7
5-4 7-46 2
5-6 1-40 7
5-7 7-43 3
6-1 1-40 1
6-2 1-40 2
6-7 1-40 3
Ta-1 3-10 7
Ta-2 9-49 2
Ta-"T7 3-10 7
To-2 7-43 3
Tob-7 7-46 7
7b-8 7-43 3
1la-1 5-45 2
11a-2 5-45 7

A FIG. 11 ilustra a sequéncia da juncdo hVA-hJAl-mCxk para
0s clones de RT-PCR de ratinhos portadores de uma primeira e
uma terceira insercdo de segmentos génicos hVA com um unico



EP 2 480 676/PT
76

segmento génico hJA. As sequéncias apresentadas na FIG. 11
ilustram rearranjos uUnicos que envolvem diferentes segmentos
génicos hVA com o segmento hJAl recombinados com o gene Cx de
ratinho. Os ratinhos heterozigdticos portadores de um Unico
locus x enddgeno modificado, contendo 12 segmentos génicos hVA
e o segmento hJAl, e os ratinhos homozigdéticos portadores de
dois 1loci k enddégenos modificados, contendo 40 segmentos
génicos hVA e o segmento hJAl, foram ambos capazes de produzir
segmentos génicos A humanos ligados funcionalmente ao gene Ck
de ratinho e de produzir células B que expressaram as cadeias
leves A humanas. Estes rearranjos demonstram gque os loci
quiméricos foram capazes de rearranjar, de modo independente,
0s segmentos génicos A humanos em multiplas células B
independentes nestes ratinhos. Além disso, estas modificacdes
ao nivel do locus x endbégeno de cadeia leve ndo tornaram nenhum
dos segmentos génicos hVA inoperativo nem impediram que o locus
quimérico recombinasse miltiplos segmentos hVA e um segmento
génico hJA (JAl) durante o desenvolvimento das células B,
conforme evidenciado pela observacdo de que 16 segmentos
génicos hVA diferentes se rearranjaram com hJAl (Tabela 7).
Adicionalmente, estes ratinhos produziram anticorpos
funcionais contendo segmentos génicos VA-JA humanos
rearranjados ligados funcionalmente a genes Ck de ratinho,
como parte do repertdrio de cadeias leves de imunoglobulina
enddgenas.

A FIG. 12 ilustra a sequéncia da juncdo hVA-hJA-mCk para
clones de RT-PCR selecionados de ratinhos homozigbticos para
40 segmentos génicos hVA e quatro segmentos génicos hJA, que
incluem uma sequéncia gendmica Vxk-Jk humana. As sequéncias
apresentadas na FIG. 12 ilustram rearranjos Unicos adicionais
que envolvem multiplos segmentos génicos hVA diferentes,
abrangendo todo o locus quimérico, com multiplos segmentos
génicos hJA diferentes rearranjados e ligados funcionalmente
ao gene Cx de ratinho. Os ratinhos homozigdticos portadores de
loci x endbgenos modificados, contendo 40 hVA e quatro
segmentos génicos hJA, também foram capazes de produzir
segmentos génicos A humanos ligados funcionalmente ao gene Ck
de ratinho e de produzir células B que expressaram as cadeias
leves A humanas. Estes rearranjos demonstram ainda que todas
as fases dos loci quiméricos foram capazes de rearranjar, de
modo independente, o0s segmentos génicos A humanos em multiplas
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células B independentes nestes ratinhos. Além disso, estas
modificacdes adicionais ao nivel do locus k endbdgeno de cadeia
leve demonstram que cada 1insercdo de segmentos génicos A
humanos ndo tornou nenhum dos segmentos génicos hVA e/ou JA
inoperativo nem impediu que o locus quimérico recombinasse o0s
segmentos génicos hVA e JA durante o desenvolvimento das
células B, conforme evidenciado pela observacdo de que 12
segmentos génicos hVA diferentes se rearranjaram com todos os
quatro segmentos génicos hJA (Tabela 8) dos 26 clones de RT-
PCR selecionados. Adicionalmente, estes ratinhos também
produziram anticorpos funcionais contendo segmentos génicos
VA-JA humanos ligados funcionalmente a regides Cx de ratinho,
como parte do repertdrio de cadeias leves de imunoglobulina
enddgenas.

A FIG. 13 ilustra a sequéncia da juncdo hVA-hJA-mCA2 para
trés clones de RT-PCR individuais de ratinhos homozigdticos
para 12 segmentos génicos hVA e o segmento génico hJAl. As
sequéncias apresentadas na FIG. 13 ilustram rearranjos Unicos
adicionais gque envolvem diferentes segmentos génicos hVA,
abrangendo o comprimento da primeira insercdo, com o segmento
hJAl rearranjados e ligados funcionalmente ao gene CA2 de
ratinho (2D1 = VA2-8JA1l; 2D9 = VA3-10JAl; 3E15 = VA3-1JAl). Um
clone mostrou um rearranjo ndo produtivo devido a adic¢des N ao
nivel da Jjuncdo hVA-hJA (2D1, FIG.13). Este facto ndo é
invulgar na recombinacdo V(D)J, uma vez gue a unido dos
segmentos génicos durante a recombinacdo mostrou ser
imprecisa. Embora este clone represente um recombinante né&o
produtivo que estd presente no repertdrio de cadeias leves
destes ratinhos, isto demonstra que o mecanismo genético que
contribui para a diversidade Jjuncional entre o0s genes de
anticorpos estad a funcionar normalmente nestes ratinhos e a
conduzir a um repertdrio de anticorpos contendo cadeias leves
com maior diversidade.

Os ratinhos homozigdéticos portadores de loci A enddgenos
modificados, contendo 12 segmentos génicos hVA e o segmento
hJAl, também foram capazes de produzir segmentos génicos A
humanos ligados funcionalmente a um gene CA enddgeno de ratinho
e de produzir células B que expressaram cadeias leves A
quiméricas inversas contendo regides hVA ligadas a regides CA
de ratinho. Estes rearranjos demonstram ainda que os segmentos
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génicos de cadeia leve A humana colocados ao nivel do outro
locus de cadeia leve (isto ¢é, o locus A) foram capazes de
rearranjar, de modo 1independente, o0s segmentos génicos A
humanos em maltiplas células B independentes nestes ratinhos.
Além disso, as modificacdes ao nivel do locus A endbgeno de
cadeia leve demonstram que a insercdo de segmentos génicos A
humanos ndo tornou nenhum dos segmentos génicos hVA e/ou hJAl
inoperativo nem impediu que o locus quimérico recombinasse 0sS
segmentos génicos hVA e hJAl durante o desenvolvimento das
células B. Adicionalmente, estes ratinhos também produziram
anticorpos funcionais contendo segmentos génicos VA-JA humanos
ligados funcionalmente a uma regido CA de ratinho, como parte
do repertdério de cadeias leves de imunoglobulina enddgenas.

Como ilustrado neste Exemplo, os ratinhos portadores de
segmentos génicos de cadeia leve A humana ao nivel dos loci x
e A enddbgenos de cadeia leve sdo capazes de rearranjar os
segmentos génicos de cadeia leve A humana e de expressid-1los no
contexto de uma regido Cxk e/ou CA de ratinho como parte do
repertdério de anticorpos normal do ratinho, pois é necesséaria
uma cadeia leve funcional em varios pontos do desenvolvimento
das células B tanto no baco como na medula d6ssea. Além disso,
0s subconjuntos precoces de células B (por exemplo, as células
pré-B, pr6-B e B transicionais) demonstram um fendtipo normal
nestes ratinhos em comparacdo com o0s animais de tipo selvagem
da mesma ninhada (FIGS. 9D, 10A e 10B). Observou-se um pequeno
défice nas populacdes de células B periféricas e da medula
bssea, o que poderd ser atribuido a uma eliminacdo de um
subconjunto de células B imaturas autorreativas e/ou a uma
associacédo subdétima da cadeia leve A humana com a cadeia pesada
de ratinho. Contudo, a utilizacdo Igk/IgA observada nestes
ratinhos revela uma situacdo que é mais semelhante a expresséao
de cadeias leves humana do gque a observada nos ratinhos.

Exemplo VI

Cruzamento de ratinhos que expressam cadeias leves A humanas
a partir de um locus enddégeno de cadeia leve

Para otimizar a utilizacdo dos segmentos génicos A humanos
ao nivel de um locus endbdgeno de cadeia leve de ratinho, os
ratinhos portadores dos segmentos génicos A humanos néo
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rearranjados sdo cruzados com outro ratinho que contém uma
delecdo no locus enddgeno de cadeia leve oposto (kK ou A). Por
exemplo, o0s segmentos génicos A humanos posicionados no locus
kK enddgeno seriam os Unicos segmentos génicos de cadeia leve
funcionais presentes num ratinho que também transportasse uma
delecdo no locus A endbdgeno de cadeia leve. Desta forma, a
descendéncia obtida expressaria apenas cadeias leves A humanas
como descrito nos exemplos precedentes. O cruzamento é efetuado
por técnicas padrdo reconhecidas na técnica e, em alternativa,
por companhias comerciais, por exemplo, The Jackson
Laboratory. As estirpes de ratinho portadoras de segmentos
génicos de cadeia leve A humana no locus k enddgeno e de uma
delecdo do locus A enddbgeno de cadeia leve sdo rastreadas
quanto a presenca das cadeias leves A quiméricas (humanas-
ratinho) inversas Unicas e a auséncia de cadeias leves A
enddgenas de ratinho.

Os ratinhos portadores de um locus de cadeia leve A humano
ndo rearranjado também sdo cruzados com ratinhos gue contém
uma substituicdo do locus enddgeno de genes variédveis de cadeia
pesada de ratinho pelo locus de genes varidveis de cadeia
pesada humano (ver US 6,596,541, Regeneron Pharmaceuticals, o
ratinho geneticamente manipulado VELOCIMMUNE®). O ratinho
VELOCIMMUNE® inclui, em parte, possuir um genoma que compreende
regides varidveis de cadeia pesada humana ligadas
funcionalmente a loci enddgenos de regido constante de ratinho,
de forma que o ratinho produz anticorpos compreendendo uma
regido varidvel de cadeia pesada humana e uma regido constante
de cadeia pesada de ratinho em resposta a estimulacéo
antigénica. O ADN que codifica as regides varidveis de cadeia
pesada dos anticorpos pode ser isolado e ligado funcionalmente
ao ADN que codifica as regides constantes de cadeia pesada
humana. O ADN pode depois ser expresso numa célula capaz de
expressar a cadeia pesada totalmente humana do anticorpo.
Mediante um esquema de cruzamento adequado, obtém-se ratinhos
que transportam uma substituicdo do locus enddgeno de cadeia
pesada de ratinho pelo locus de cadeia pesada humano e um locus
de cadeia leve A humano ndo rearranjado ao nivel do locus k
enddgeno de cadeia leve. Anticorpos contendo regides varidveis
de cadeia pesada humana mutadas somaticamente e regides
variadveis de cadeia leve A humana podem ser isolados mediante
imunizacdo com um antigénio de interesse.
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Exemplo VII

Geracgdo de anticorpos a partir de ratinhos que expressam
cadeias pesadas humanas e cadeias leves A humanas

Apds o cruzamento de ratinhos que contém o locus de cadeia
leve A humano nédo rearranjado com varias estirpes desejadas
contendo modificacdes e delecdes de outros loci enddbgenos de
imunoglobulina (como descrito acima), os ratinhos selecionados

sdo imunizados com um antigénio de interesse.

Geralmente, um ratinho VELOCIMMUNE® contendo uma das
regides de cadeia leve da linha germinal humana rearranjada é
provocado com um antigénio, e as células linfaticas (como as
células B) s&do recuperadas do soro dos animais. As células
linfaticas poderdo ser fundidas com uma linha celular de
mieloma para preparar linhas celulares de hibridoma imortais,
e estas linhas celulares de hibridoma s&o rastreadas e
selecionadas para identificar as linhas celulares de hibridoma
que produzem anticorpos contendo uma cadeia pesada humana e
uma cadeia leve A humana que sdo especificos para o antigénio
usado na imunizacdo. O ADN que codifica as regides variéaveis
das cadeias pesadas e das cadeias leves A poderd ser isolado
e ligado a regides constantes isotipicas desejaveis de cadeia
pesada e de cadeia 1leve. Devido a presenca dos segmentos
génicos hVA adicionais em comparacdo com o locus A enddgeno de
ratinho, a diversidade do repertdério de cadeias leves &
dramaticamente aumentada e confere maior diversidade ao
repertdério especifico para o antigénio no seguimento da
imunizacdo. As sequéncias do anticorpo clonado resultante
poderédo ser subsequentemente produzidas numa célula, como seja
uma célula CHO. Em alternativa, o ADN que codifica os
anticorpos quiméricos especificos para o antigénio ou os
dominios varidveis das cadeias leve e pesada poderd ser isolado
diretamente a partir de linfécitos especificos para o antigénio
(por exemplo, células B).

Inicialmente, isolam-se os anticorpos quiméricos de alta
afinidade possuindo uma regido varidvel humana e uma regido
constante de ratinho. Como descrito acima, os anticorpos sé&o
caracterizados e selecionados em termos de caracteristicas
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desejaveis, incluindo a afinidade, a seletividade, o epitopo,
etc. As regides constantes de ratinho sdo substituidas por uma
regido constante humana desejada, para gerar o anticorpo
totalmente humano contendo uma cadeia pesada humana mutada
somaticamente e uma cadeia leve A humana derivada de um locus
de cadeia leve A humano ndo rearranjado do invento. As regides
constantes humanas adequadas incluem, por exemplo, IgGl, IgG2,
IgG3 ou IgG4 de tipo selvagem ou modificadas.
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FastSEQ para Windows, Versdo 4.0
1

219

ADN

Sequéncia artificial

Sintética

1

actttcagaa tgttctitgaa cagtctctga gaaacacgga agacggccge ataacttcocgt 60

atagtataca ttatacgaag ttattctaga cccccggget cgataactat aacggtccta 120
aggtagecgac tcgagataac ttcgtataat gtatgctata cgaagttatc catggtaage 180
ttacgtggca tacagtgtca gattttctgt ttatcaagc

<210>
<211>
<212>
<213>

2

21

ADN

Sequéncia artificial

219



EP 2 480 676/PT

<220>
<223> Sintética

<400> 2
agctgaatgg aaacaaggca a

<210> 3

<211> 19

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 3
ggagacaatg ccccagtga

<210> 4

<211> 21

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 4
tcccataggg ctaggatttc c

<210> 5

<211> 19

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 5
tccecctcaca ctgttcececce

<210> 6
<211> 19

83

21

19

21

19
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<212> ADN
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 6
ggtggagagg ctattcggc

<210> 7

<211> 17

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 7
gaacacggcg gcatcag

<210> 8

<211> 21

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 8
tcaacctttc ccagcctgte t

<210> 9

<211> 24

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 9
ccccagagag agaaaacaga tttt

84

19

17

21

24
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<210> 10

<211> 20

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 10
ccctggtgaa gcatgtttge

<210> 11

<211> 20

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 11
tgtggcctgt ctgccttacg

<210> 12

<211> 21

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 12
cacacctaga ccccggaagt c

<210> 13

<211> 21

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Sintética

85

20

20

21
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<400> 13
tcgctttgece agttgattct c¢

<210> 14

<211> 17

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 14
tgcggccgat cttagcec

<210> 15

<211> 18

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 15
ttgaccgatt ccttgcgg

<210> 16

<211> 20

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 16
gcaaacaaaa accactggcc

<210> 17

<211> 19

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

86

21

17

18

20
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<220>
<223> Sintética

<400> 17
ggccacattc catgggttc

<210> 18

<211> 22

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 18
ccatgactgg gcctctgtag ac

<210> 19

<211> 25

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 19
caagtcaggg tgctaatgct gtatc

<210> 20

<211> 19

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 20
cacagcttgt gcagcctcc

<210> 21
<211> 22

87

19

22

25

19
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<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

88

ADN

Sequéncia artificial

Sintética

21

gggcactgga tacgatgtat gg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

22
21
ADN

Sequéncia artificial

Sintética

22

tcataggtag gtctcagttt g

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

23
21
ADN

Sequéncia artificial

Sintética

23

tgatctgcgc tgtttcatcce t

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

tgacatgaac catctgtttc tctctcgaca a

24
31
ADN

Sequéncia artificial

Sintética

24

22

21

21

31
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<210> 25

<211> 29

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 25
agagacgctc cgaggtcaag gtgctctag

<210> 26

<211> 23

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 26
tgggcacaac agacaatcgg ctg

<210> 27

<211> 16

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 27
accctctgct gtccct

<210> 28

<211> 26

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Sintética

29

23

16
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<400> 28
ccaagcagga ggtgctcagt tcccaa

<210> 29

<211> 24

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 29
tccacactgt cggctgggag ctca

<210> 30

<211> 21

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 30
acgagcgggt tcggcccatt ¢

<210> 31

<211> 37

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 31
ctgttcctct aaaactggac tccacagtaa atggaaa

<210> 32

<211> 27

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

26

24

21

37
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<220>
<223>

<400>

91

Sintética

32

tgccgcttat acaacactgc catctgce

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

33

37

ADN

Sequéncia artificial

Sintética

33

agaagaagcc tgtactacag catccgtttt acagtca

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

34
21
ADN

Sequéncia artificial

Sintética

34

gggctacttg aggaccttgc t

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

35

23

ADN

Sequéncia artificial

Sintética

35

gacagccctt acagagtttg gaa

<210>
<211>

36
23

27

37

21

23
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92

<212> ADN
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 36
aagaccagga gctctgccta agt 23

<210> 37

<211> 22

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 37
cccatcacga actgaagttg ag 22

<210> 38

<211> 20

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 38
cagggcctcc atcccaggca 20

<210> 39

<211> 28

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 39
ccccagtgtg tgaatcactc taccctcc 28
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

40

20

ADN

Sequéncia artificial

Sintética

40

cctctceccectcee tcaccctcect

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

41

20

ADN

Sequéncia artificial

variacéo
(4)...(4)

r=a ou g

variacao
(9)...(9)

s=c ou g

variacéo
11, 12, 13
y=C ou t

41

atgrccdgst yyyctctcct

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

42

18

ADN

Sequéncia artificial

Sintética

93

20

20
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<400> 42
ctcctcactc agggcaca

<210> 43

<211> 20

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>
<221> variacéao
<222> (18)...(18)

<223> s=c ou g

<400> 43
atggcctggg ctctgctsct

<210> 44

<211> 19

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>
<221> variacéao
<222> (11)...(11)

<223> y=c ou t

<220>
<221> variacéao
<222> (13)...(13)

<223> s=c ou g

<400> 44
atggcctgga ycsctctcec

<210> 45

<211> 23

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>
<221> variacéo

94

18

20

19
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<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

95

11, 16, 18, 21
y=C ou t

variacéo
(15) ...(15)

r=a ou g

variacéao
(20) ... (20)

m=a ou C

45

tcaccatggc ytggrycycm ytc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

46

22

ADN

Sequéncia artificial

Sintética

46

tcaccatggc ctgggtctcc tt

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

47
22
ADN

Sequéncia artificial

variacéo
(16) ... (1lo)
m=a ou C

variacéao
(19)...(19)
y=C ou t

23

22
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<400> 47
tcaccatggc ctggamtcyt ct

<210> 48

<211> 26

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 48
tcaccatggc ctgggctcca ctactt

<210> 49

<211> 20

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 49
tcaccatggc ctggactcct

<210> 50

<211> 23

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 50
tcaccatggc ctggatgatg ctt

<210> 51

<211> 22

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

96

22

26

20

23
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97

<220>
<223> Sintética

<400> 51
taaatatggc ctgggctcct ct

<210> 52

<211> 22

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 52
tcaccatgcc ctgggctctg ct

<210> 53

<211> 22

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 53
tcaccatggc cctgactcct ct

<210> 54

<211> 30

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 54
cccaagctta ctggatggtg ggaagatgga

<210> 55
<211> 16

22

22

22

30
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<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

55

ADN

Sequéncia artificial

Sintética

gtaaaacgac ggccag

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

56
17
ADN
Sequéncia artificial

56

Sintética

caggaaacag ctatgac

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

gggcctggye
ctgccctgac

gcactggaac
caggcaaage
atcgcttctc
ctgaggatga
gaactgggac
caccateccag

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

57

440

ADN
Sequéncia

57

58

441

ADN
Sequéncia

Sintética

tctgctgetce
tcagcectcecce
cagcagtgac
ccecaaacte
tggcetecaag
ggctgattat
caaggtcacc
taagcttggg

Sintética

98

artificial

cteaccctee
tccgecgtecg
gttggtggtt
atgatttatg
tctyggcaaca
tactgcagct

gtcctagggg

tcactcaggg
ggtctcctgg
ataactatgt
aggtcagtaa
cggecctecet
catatgcagg
ctgatgctgce

artificial

cacagggtcce
acagtcagtc
ctcctggtac
geggecctea
gaccgtctet
cagcaacaat
accaactgta

tgggcecagt
accatctcct
caacagcacc

ggggtecctyg

gggctccagyg
ttcgtctteg
tccatcttce

60

120
180
240
300
360
420
440

16

17



EP 2 480 676/PT

<400> 58

atggcctyggg
tctgccctga
tgcactggaa
ccaggcaaag
gatcgcttct
gctgaggatg
ggaactggga
ccaccatcca

<210>
<211>
<212>
<213>

59
44

<220>
<223>

<400> 59

atggcectagg

tctgcecctga
tgcactggaa
ccaggcaaag
gatcgettct
gctgaggatg
ggaactggga
ccaccateccea

<210>
<211>
<212>
<213>

60
43

Se

<220>

<223> S5i

<400> 60

atggectggy
gecectgacte
actggaacca
ggcaaagecee
cgcttctetg
gaggatgaqg
actgggacca
ccatccagta

<210>
<211>
<212>
<213>

61

ctctgctgct
ctcagcctce
ccagcagtga
cccccaaact
ctggctecaa
aggctgatta
ccaaggtcac
gtaagcttagg

1

ADN
Sequéncia

Sintética

ctetgetget

ctcagcectcee
ccageagtga
ccecegaaact
ctggctccaa
aggctgatta
ccaaggtcac
gtaagcttgg

8

ADN

quéncia

ntética

ctctgctcct
agecctccecte
gcagtgacgt
ccaaactcat
gctccaagte
ctgattatta
aggtcaccgt
agcttggg

438
ADN
Sequéncia artificial

cctcaccctc
ctccgegtee
cgttggtggt
catgatttat
gtetggeaac
ttactgcagce
cgtcectaggg
g

99

ctcactcagg
gggtctcctyg
tataactatg
gaggtcacta
acggccteece
tcatatgcag
gctgatgcetg

artificial

ccteaceete

cteegegtec
cgttggtggt
catgatttat
gtctggcaac
ttactgcagce
cgtcctagygyg
g

ctecactcagg

gggtctectg
tataactatg
gaggtcagta
acggecctece
tcatatgcag
gctgatgctg

artificial

cacccteccte
cgegteegygy
tggtggttat
gatttatgag
tggcaacacg
ctgcagctca
cctaggggct

actcagggca
tctecectggac
aactatgtct
gtcagtaagce
gcctceectga
tatgcaggca
gatgctgcac

gcacagggtc
gacagtcagt
tctcctggta
agcggcceccetce
tgaccgtete
gcagcaacaa
caccaactgt

gcacagggtc
gacagtcagt
tctecetggta
agcggeectce
tgaccgtctce
gcagcaacaa
caccaactgt

cagggtcctg
agtcagtcac
cctggtacca
ggccctecagg
cecgtetetgg
gcaacaatta
caactgtatc

ctgggcccag
caccatctee
ccaacagceac
aggggtccct
tgggctcecag
ttatgtcttc
atccatcttc

ctgggcccag

caccatctcce
ccaacagcac
aggggtccct
tgggctccag
ttatgtettc

atccatctte’

ggcccagtet
catctectge
acagcaccca
ggtccctgat
gctccaggcet
tgtcttcgga
catcttccea

60

120
180
240
300
360
420
441

60

120
180
240
300
360
420
441

60

120
180
240
300
360
420
438
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<220>

<223> Sintética

<400> 61

atggcctggg
tctgccctga
tgcactggaa
ccaggcaaag
gatcgettet
gctgaggatg
actgggacca
ccatccagta

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

atggcctggg
tetgcectga
tgcactggaa
ccaggcaaag
gatcgcttct
gctgaggatg
ggaactggga
ccaccatcca

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

atggcetggg
tctgccctga
tgcactggaa
ccaggcaaag
gatcgcttcet
gctgaggatg
cggaactggg
cecaccatee

<210> 64

62
441
ADN

Sequéncia

62

63
442
ADN

Sequéncia

63

ctctgectget
ctcagecctee
ccagcagtga
cceccaaact
ctggctccaa
aggctgatta
aggtcaccgt
agettggyg

Sintética

ctectgetceet
ctcagectee
ccagcagtga
cceccaaact
ctggctccaa
aggctgatta
ccaaggtcac
gtaagcttgg

Sintética

ctctgectget
ctcagcctcee
ccagcagtga
cccecaaact
ctggctccaa
aggctgatta
accdaggtca
agtaagcttg

<211> 428

cctcaccctc
cteegegtee
cgttggtggt
catgatttat
gtctggcaac
ttactgecage
cctagggact

100

ctcactcagg
gggtctoctyg
tataactatg
gaggtcagta
acggectecece
tecatatgceag
gatgctgcac

artificial

cctcacccte
ctececgegtece
cgttggtggt
catgatttat
gtctggcaac
ttactgcagce
cgtcetaggg
g

ctcactcagg
gagtctectg
tataactatg
gaggtcagta
acggcctcce
tcatatgcag
gctgatgctg

artificial

cctecacecte
ctcegegtee
cgttggtggt
catgatttat
gtctggcaac
ttactgcage
ccgtectaqg
g9

cteactcagg
gggtctecctg
tataactatg
gaggtcagta
acggccteccece
tcatatgcag
ggctgatgcet

gcacagggtc
gacagtcagt
tcteetggta
agecggeccte
tgaccgtctc
gcagcaacaa
caactgtatc

gcacagggtc
gacagtcagt
tectectggta
agcggeccte
tgaccgtete
gcagcaacaa
caccaactgt

gcacagggtce
gacagtcagt
tctcctggta
agcggccctce
tgaccgtcte
gcagcaacaa
gcaccaactg

ctgggcccag
caccatctee
ccaacagcac
aggggtcect
tgggctccag
tgtettcgga
catcttcceca

ctgggcecag
caccatctee
ccaacagcac
aggggtccct
tgggctccag
ttatgtctte
atccatctte

ctgggceccag
caccatctce
ccaacagcac
agaggtccct
tgggctccag
tttatgtett
tatccatctt

60

120
180
240
300
360
420
438

80

120
180
240
300
360
420
441

60

120
180
240
300
360
420
442



EP 2 480 676/PT

<212>
<213>

<220>
<223>

ADN

Sequéncia

Sintética

<400>

64

ccttecatttt
ctgecttget
acaccatcga
agagtgatgg
ctggggetyga
actgtggaga
aggtcaccgt
agcttggyg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

atgacctgct
tctgtgttga
tgctctggaa
ggaacagccc
cgattctetg
ggggacgagg

ggaactggga
ccaccatcecca

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

atgacctgcet
tctgtgttga
tgctctggaa
ggaacagccec
cgattctctg
ggggacgagg
ggaactggga
ccaccatccea

65
441
ADN

Sequéncia

65

66
441
ADN

Sequéncia

66

ctccacaggt
gggagccteg
atggtatcaa
cagccacagc
cecgetaccte
gagccacacyqg
cctaggggcet

Sintética

cccctetect
cgcagccgece
gcagctccaa
ccaaactcct
geteecaagte
ccgattatta
ccaaggtcac
gtgagcagtt

Sintética

ccectctect
cgcagceegec
gcagctccaa
ccaaactect
gctccaagte
ccgattatta
ccaaggtcac
gtgagcagtt

10

artificial

ctctgtgcte
atcaagctca
cagagaccag
aagggggacg
accttctcca
attgatggcc
gatgctgcac

tgcctgtgct
cctgcaccect
ggaggtcccee
ggatceccga
acctccagtc
aagtcggttg
caactgtatce

artificial

cctcaccctt
ctcagtgtct
cattgggaat
catttatgac
tggecacgtca
ctgcggaaca
cgtcctaggg
a

ctcattcact
gcggecccag
aattatgtat
aataataagc
gececacecetgg
tgggatagca
gctgatgectg

artificial

cctcaccctt
ctcagtgtct
cattgggaat
catttatgac
tggcacgtca
ctgcggaaca
cgtectaggg
a

ctcattcact
gcggcccecag
aattatgtat
aataataagc
gccaccetgg
tgggatagca
gctgatgctg

1

gactcagcce
aagcagtgag
ccagtatata
tcgctteatg
tgacgatgag
tgtcttegga
catcttececca

gcacagggtc
gacagaaggt
cctggtacca
gaccctcagg
gcatcacegg
gcctgagtge
caccaactgt

gcacagggtc
gacagaaggt
cctggtacca
gaccctcagg
gcatcaccgg
gcctgagtge
caccaactgt

ccgtectgcat
cacagcacct
atgaaggtta
ggctccagtt
gctgagtatce
actgggacca
ccatccagta

60

120
180
240
300
360
420

428

ctgggcccag
caccatctce
gcagctccca
gattcctgac
actccagact
ttatgtctte
atccatcttce

ctgggceccag
caccatctecce
gcagctccca
gattcctgac
actccagact
ggetttittt
atccatctte

60

120
180
240
300
360
420
441

60

120
180
240
300
360
420
441
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<210>
<211>
<212>
<213>

67
34

<220>
<223>

<400> 67

ccecgggeaga
gtaaactggt
cagcggecect
‘ctggccatca
gacagcctga
getgeaccaa

<210>
<211>
<212>
<213>

68
43

<220>
<223>

<400> 68

atggcctgga
tatgagctga
tgctetggag
gcccetgtge
tctggectcca
gaagctgact
accaaggtca
agtgagcagt

<210>
<211>
<212>
<213>

42

<220>
<223>
<400>

atggcctgga
gctgtggtga
tgtggctceca
cctggccaag
geceeggttet
cctgaggatg

actgggacca
ccatcc

69

5

ADN
Sequéncia artificial

Sintética

gggtcaccat
accagcagct
caggogtccee
gtgggctcca
atggttatgt
ctgtatcceat

2

ADN

Sequéncia

Sintética

cccctctect
cacagccace
atgcattgee
tggtcatcta
gctcagggac
actactgtta
ccgtectagg
ta

6

ADN

Sequéncia

Sintética
69

ctectctett
ctcaggagcc
gcactggagc
gcceccaggac
caggctccct
aggctgagta

aggtcaccgt

ctcttgttet
cccaggaacg
tgaccgattc
gtctgaggat
cttcggaact
cttececacca

102

ggaagcagct
gccccecaaac
tctggetcca
gaggctgatt
gggaccaagg
tccagtgage

artificial

gctccecectce
ctcggtgtca
aagaaaatat
tgaggacagc
aatggccacce
ctcaacagac
ggctgatget

ctcactttct
gtgtccccag
gcttattggt
aaacgaccct
ttgactatca
tacagtggta
gcaccaactyg

artificial

tctgttecte
ctcactgact
tgtcaccagt
actgatttat
ccttggggge
ttactgcttg

cctagggget

ctcacttgct
gtgtececeag
ggtcattatc
gatacaagea
aaagcetgcce
ctectectata

gatgctgeac

ccaacatecgg
tcctcatcta
agtctggcecac
attactgtge
tcaccgtect
agtta

gcacagtctc
gacaaacggc
accagcagaa
ccgggatcce
gtggggecca
atcatgtctt
tatccatctt

gceccagggte
gagggacagt
cctactggtt
acaaacactc
tgaccetttc
gtggtgctta

caactgtatc

aagtaatact
tagtaataat
ctcagectcece
agcatgggat
aggggctgat

tgaggcctce
caggatcacc
gtcaggcceag
tgagagattc
ggtggaggat
cggaactggg
cccaccatee

caattcccag
cactctcacc
ccagcagaag
ctggacacct
gggtgcgcag
tgtcttcgga

catcticcca

60

120
180
240
300
345

60

120
180
240
300
360
420
432

60

120
180
240
300
360

420
426
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

agtggtcectg
tgtgcactgg
caaccggccce
cctgaccatce
cagcagcact
accaactgta

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400> 71

actcctctcecce
actcageegt
cgcagtggea
¢cteeccagt
ceccagecget
gggctccagt
gtetteggaa

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

tttectgttec
ccctecactga
gcagtcacca
gcactgattt
ctccttgggg
tattactgcc
gtcctagggg

70
331
ADN

Sequéncia

70

71
417
ADN

Sequéncia

12
393
ADN

Sequéncia

12

Sintética

ggacagacgyg
taccagcaga
tctgggatcce
agcagageecc
tatgtcttceg
tcecatecttce

Sintética

tcctecetgtt
cttecectecte
tcaatgttgg
atctecctgag
tctctggatc
ctgaggatga
ctgggaccaa

Sintética

tectcacttg
ctgtgtccce
gtggttacta
atagtacaag
gcaaagectge
tgctctacta
ctgatgctge

103

artificial

ccaggattac
agccaggcca
ctgagcgatt
aagcegggga
gaactgggac
caccatccag

ctgtggggga
ggcecctgtg
ctectggctce
tgaggctgac
caaggtcacc
t

artificial

cctctctcac
tgcatctcect
tacctacagg
dgtacaaatca
caaagatgct
ggctgactat
ggtcacegte

tgcacaggtt
ggagcatcag
atatactggt
gactcagata
tcggccaatyg
tactgtatga
ctaggggctg

artificial

ctgeccaggg
aggagggaca
tccaaactygg
caacaaacgc
cctgacactg
tggtggtgct
accaactgta

tccaattctce
gtcactctca
ttccagcaga
tcectggacce
tcaggtgtge
tatgtcttceg
tcc

aacaacattg
ctggtcatct
aactcgggga
tattactgtc
gtcetagggg

ccctctcegea
ccagtctcac
accagcagaa
agcagcaggg
cagggatttt
tttggcacag
atgctgceacce

agactgtggt
cctgtgcttc
aacctggaca
ctgcceeggtt
agcctgagga
gaactgggac

gaagtaaaaa
atagggataa
acacggccac
aggtgtggga
ctgatgctge

ggctgtgetg
ctgcaccttg
gccagggagt
ctetggagtce
actcatctct
cagcgettat
aactgta

gactcaggag
cagcactgga

agcacccagg
ctcaggctee
cgaggctgag
caaggtcacc

60

120
180
240
300
331

60

120
180
240
300
360
417

60

120
180
240
300
360
393
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

atggcctggg
tctgccctga
tgcactggaa
ccaggcaaag
aatcgcttct

gctgaggacg
ggaactggga

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

cagtctgecec
tcctgcacty
cacccaggca
tctaateget
caggctgagg
ttcggaactyg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

73

417

ADN
Sequéncia

13

74

348

ADN
Sequéncia

74

75

20

ADN
Sequéncia

75

Sintética

ctetgetgcet
ctcageetge
ccagcagtga
cceecaaact
ctggctccaa
aggctgatta
ccaaggtcac

Sintética

tgactcagcc
gaaccagcag
aagcccccaa
tetetggete
acgaggetga
ggaccaaggt

Sintética

104

artificial

cctecactete
ctecegtgtcet
tgttgggagt
catgatttat
gtctggcaac
ttactgcectge

cgtcctaggg

ctcactcagg
gggtectecctg
tataaccttg
gagggcagta
acggcctecce
tcatatgcag
gctgatgetg

artificial

tgcectcegtyg
tgacgttggt
actcatgatt
caagtctgge
ttattactqgc
caccggcctg

tctgggtcte
ggttataact
tatgaggtca
aacacggcct
agctcatata
ggggetgatg

artificial

aacaaccgag ctccaggtgt

<210> 76
<211> 19

acacagggtc
gacagtcgat
tctectggta
agcggcectce
tgacaatctc
gtagtagcac
caccaactgt

ctggacagtc
atgtctcctg
gtaatcggcce
ccctgaccat
caagcagcag
ctgcacca

ctgggcccag
caccatctcce
ccaacagcac
aggggtttet
tgggctccag
ttatgtette
atccatc

gatcaccatc
gtaccaacag
ctcaggggtt
ctectgggcte
cacttatgtc

60

120
180
240
300
360
417

60

120
180
240
300
348

20
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<212> ADN
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 76
agggcagcct tgtctccaa

<210> 77

<211> 20

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 77
cctgccagat tctcaggctce

<210> 78

<211> 20

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 78
catcacaggg gcacagactg

<210> 79

<211> 19

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 79
gatttgctga gggcagggt

105

19

20

20

19
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<210> 80

<211> 21

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 80
ccccaagtct gatccttect t

<210> 81

<211> 20

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 81
gctgaccaac gatcgcctaa

<210> 82

<211> 19

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 82
taagcgccac actgcacct

<210> 83

<211> 24

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Sintética

106

21

20

19
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<400> 83
cctgccagat tctcaggctc cctg

<210> 84

<211> 23

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 84
ctgattggag acaaggctgc cct

<210> 85

<211> 30

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 85
ccttcatact cttgcatcct cccttcectecca

<210> 86

<211> 35

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 8o
ttccttctect tctgtgactc aattatttgt ggaca

<210> 87

<211> 159

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

24

23

30

35
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<220>
<223> Sintética

<400> 87

tctggeacct cagectecct
tactgccagt cetatgacag
accgeccteg gggetgatge

<210>
<211>
<212>
<213>

88
159
ADN

Sequéncia

<220>
<223> Sintética

<400> 88

tctggcacct cagcecctccect
tactgccagt cctatgacag
accgtcctag gggcetgatge

<210>
<211>
<212>
<213>

89
159
ADN

Sequéncia

<220>
<223> Sintética

<400> 89

tctggecacct cagccecteect
tactgtgcag catgggatga
accgecccteg gggctgatge

<210>
<211>
<212>
<213>

90
159
ADN

Sequéncia

<220>
<223> Sintética
<400> 90

tctggeacct cagecteccet
tactgtgcag catgggatga
accgtecctag gggctgatge

108

ggccatcact gggctccagg ctgaggatga ggctgattat 60
cagcctgagt ggttctgtgt tcgaaggagg caccecggetg 120
tgcaccaact gtatccatc 159

artificial

ggccatcact gggctccagg ctgaggatga ggctgattat 60
cagcctgagt ggttatgtct tcggaactgg gaccaaggtc 120
tgcaccaact gtatccatc 159

artificial

ggccatcagt gggctcecagt ctgaggatga ggctgattat 60
cagcctgaat ggtgetgtgt teggaggagq cacccagetg 120
tgcaccaact gtatccatc 159

artificial

ggcéatcagt gggctceqggt ccgaggatga ggctgattat 60
cagcctgagt ggtcgggtgt tcggecggagg gaccaagetg 120
tgcaccaact gtatccatce 159
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

91
153
ADN

Sequéncia

Sintética

91

tcggggaaca cggcecaccet
tactgtcagg tgtgggacag
cteggggcty atgetgeacce

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

92
156
ADN

Sequéncia

Sintética

92

tcagggacaa tggccacctt
tactgttact caacagacag
gccectegggg ctgatgetge

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

93
159
ADN

Sequéncia

Sintética

93

tcagggacaa tggccacctt
tactgttact caacagacag
accgtcctag gggctgatgc

<210>
<211>
<212>
<213>

94
159
ADN

Sequéncia

109

artificial

gaccatcage agagceccaag ccggggatga ggctgactat 60
cagcactygcet gtgttcggag gaggcaccca gctgaccgee 120
aactgtatcc atc 153

artificial

gactatcagt ggggcccagg tggaggatga agctgactac 60
cagtggtaat gctgtgttcg gaggaggcac ccagcectgacce 120
accaactgta tccatc ‘ 156

artificial

gactatcagt ggggcccagg tggaggatga agctgactac 60
cagtggtaat catagggtgt tcggcggagg gaccaagctg 120
tgcaccaact gtatccatc 159

artificial



EP 2 480 676/PT

<220>
<223> Sintética

<400> 94

tctggcacct cagcctcect
tactgccagt cctatgacag
accgtcctag gggectgatge

<210> 95

<211> 159

<212> ADN

<213> Seqguéncia

<220>
<223> Sintética

<400> 95

gatgcttcgg ccaatgcagg
gactattact gtatgatttg
accgtcctag gggetgatge

<210> 96

<211> 153

<212> ADN

<213> Seqguéncia

<220>
<223> Sintética

<400> 96

cttgggggca aagctgccct
tactgcctge tctactatgg
ctaggggetg atgectgecacce

<210> 97

<211> 153

<212> ADN

<213> Seqguéncia

<220>
<223> Sintética

<400> 97

cttgggggca aagctgecect
tactgcttge tctcecctatag
ctaggggetg atgctgcacce

110

ggccatcact gggctccagg ctgaggatga ggctgattat 60
cagcctgagt ggttatgtct tcggaactgg gaccaaggte 120

tgcaccaact gtatccatc

artificial

158

gattttacte atctetggge tccagtcectga ggatgaggct 60
gcacagcagce qctgtggtat tecggcggagg gaccaagetg 120

tgcaccaact gtatccate

artificial

i59

gacactgteca ggtgtgcage ctgaggacga ggctgagtat 60
tggtgctegg gtgttcggcg gagggaccaa gctgacegte 120

aactgtatcc ate

artificial

153

gacccttteg ggtgecgcage ctgaggatga ggctgagtat 60
tggtgctcga gtattcggeg gagggaccaa gctgacegte 120

aactgtatcc atc

153
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<210> 98

<211> 165

<212> ADN

<213> Seqguéncia

<220>
<223> Sintética

<400> 98

tcaggcctga atcggtacct
cactgtgggg cagaccatgg
cagctgaccg ccectegggge

<210> 99

<211> 164

<212> ADN

<213> Seguéncia

<220>
<223> Sintética

<400> 99

tctggecacgt cagccacccet
tactgcggaa catgggatag
agctgaccgt cctaggggcet

<210> 100

<211> 22800
<212> ADN

<213> Sequéncia

<220>
<223> Sintética

111

artificial

gaccatcaaq aacatccagg aagaggatga gagtgactac 60
cagtgggagc aacttcgtgt ctgtgttcgg aggaggcacc 120
tgatgctgeca ccaactgtat ccatc 165

artificial

gggcatcacc ggactccaga ctggggacga ggccgattat 60
cagcctgagt gctggecceg ggtgttegge ggagggacca 120
gatgctgcac caactgtatc catc 164

artificial
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<400> 100

aagctctaaa
taggggcata
ccaatttctt
taatcataat
acattttccg
gcattectttg
atagatccaa
taatgcttcc
aggggaaaac
cacacacaaa
cctgttctaa
taaatcccag
tgagctttag
agataaataa
ctttttacca
ttaataazag
attatcactt
ccattgatgc
tcaataaata
tgaattatgg
agagacatta
aaatgctatg
gatcttacqgg
ctccaaatgg
gcatggagca
atttgttgga
atataaatac
atgagagaag
ccttctggtg
cattccaatg
tttgatgtaa

actacaaact
aatgtgaaac
aactgccttt
aaacaaattc
aaggcagcete
ggatttaacc
aactaggtga
atttaaaaat
tttaactgag
aaaatcaatt
gatcattgtt
caggacatta
atttttcttg
aattcactac
tccaaagtgg
tatgtcattt
aaatgtcaat
tcctgatgaa
aaataagttt
atgcatctat
ttactttgta
gccaaagaaa
aatttteccag
tgcaaataca
gagcaccttt
gctaggeccat
acaaaacaga
actgtgtttt
atcaaactaa
acctagagac
ggaaatatct

gctgaaagat
gccttgtgca
tacctatatt
tcaataaatt
aagatattaa
agtttcccaa
tatatcccect
ttctctttet
tgaatcaaagq
ctatrtactet
gcatgaccat
gagatttttg
tcaaaatgaa
ctagaattaa
aaagcctcat
catcaattca
acatttataa
aattagcaqgg
tatgtaattt
aaaattettt
tatgttccat
taggcataca
tctatccttt
agatggtaga
ctggeecctgg
gagatttggg
aaagagagag
gttcatttcc
tgttctacag
taaaagccaa
tagagggcac

112

ctaatgacta
tcgtagaaga
aatcagtaat
ttatcgatac
ataactecata
gactetttte
agtaaaactg
tgatccttca
tattcteatt
cagccectcagt
atgtattcca
tgagagtaag
tgagagttge
tttatgcata
ggaactagaa
ataagttata
actatggtac
cagtgataaa
aggagaaaat
gtacatttgt
ttgctcacct
tacatcecttt
atctgtataa
gcctetgtet
tgaagattgt
gcagtggtat
agaagtgaga
tataatccta
ctccaaagaa
aaagaacctt
agatagaaat

ggacagccta
aagcagaaga
atactggett
tcttcaatge
agggccaace
acaatgttaa
tgaggtcaaa
ttgtatgtac
attataatag
tectaaagee
ggtctaatcect
catataggat
catatctaaa
taagtagaaa
attaatatta
atagcaaaaa
ataaatagga
tgataaatat
ggtgataatg
gaattgtaaa
atatgtccca
gcaggctgag
gcaacttaag
gecetyggatcece
agcatgagca
aacctaccct
gaagactgtg
tatcaccatg
gaatgctcge
agaaattatc
atcttaaccce

gtaattttca
gaaagcattce
ttacctctgt
ctgctcagca
tcctattgea
gatgttagaa
cttgtctgge
acaataaatc
gagcttcaca
aagttaaagt
aaactgtgga
tcagggttta

aattattccc

tgctatctee
gaaaaatcag
accataataa
tattgaatag
gaagcacatg
acacaaaatg
tatttatett
gtctcecttac
gcaggaaaaa
aggccatgtg
ttgagtggcet
agatataagc
attatggaaa
agagaagtgc
ggatcectgtg
ctaacgtctc
tattgcattce
aggtcactta

60
120
180°
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860



gttcgtggea
accttctcac
gcatagattt
atggttcaca
ttgtgcagtt
ttgtgecttt
aaatggacac
accatcttgt
gactctcact
cctcatgetyg
ggtacatttt
aacaacctag
tcccaagatt
gggggtcggg
tgtagaagat
gcttccectget
ggtagagaaa
cattgcatat
tgtccacaag
tgtagctate
“tgactttccee
tagtataact
atgttacttg
gatgataacg
ttcttgggga
gagctctett
gacactggtt
ctcectgacat
tccaccatce
acaatatcca
gtcccaattt
atagtcaaga
aggtagaaaa
caaggtggtt
atggggaagg
tgctagacct
gttcgggaaz
tgagttaaat
agagatgaga
accaagaaag
aaaattaaaa
ccaaacactg
agttactttt
aattccaagg
tagaaagaac
gttcagccag
cggctcttcc
tataggacag
ttectttaatt
ggcagaaaga
atttcttcaa
caaggtcteg
gtgaataaag
taattcgatt
caagcgatcc
taaaattttg
atcacaaaat
aagcagaaca
gtgactggge
gattacttga
ttaaazatac
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gagctgaggc
atcacttctc
gctattataa
ataagcagca
tgaagcttat
tatgtgtgta
tccaaaaaga
ggagctacac
agcagtgaga
ccaagecatqgt
ccacctgcat
tgtgaactca
aaggacaagc
gcacagcttg
gtgcatcget
ggggttygcat
tagtcattta
gcatttgtct
gaattacctt
ttatttagga
ttttggetta
acttttcttt
caaaaagaat
aatcctecag
atttctcatg
ttatctattc
tctaagttet
ctggtgaaca
ccaaaaatgc
ttatattatt
aacatctttt
ggectcagtdgg
aatagaattt
gcaagtgttt
caggcgggaa
ctaattggca
tagtccgggt
caatgaaggc
agaaaacagc
tgatgtccca
ggtttaataa
tctectattt
taaaaggtgt
acgattgctc
ctcgcaagat
aaaagttgtg
cattgtttecg
gagtagttat
acaagcttta
agaaaatgtg
agtcttgagc
cactgcactc
agatatcagt
ctgtectget
tcctacctea
gcattteottt
ttacatcgcet
gactcaaatt
gtgttggett
gctcaggagt
aaaattattc

taaaaccagg
caacccaaag
gtccatgtac
gagggaagtyg
ctcttaaate
taaattttaa
tgttecaataa
attcacctca
ccaagtccat
tttgggcgta
agccccatcce
aagtatgaga
ccatgataaa
gtgttataca
ttggtctgga
tgttttgagt
tgccttagtc
gaagtgaaca
gtgggcaaat
ataaaatggyg
gtgatttttg
ttctaattcc
tctgactaat
aatctagtaa
gcaatgaatg
tgttactcac
agggttaaac
gcaataaaat
agtggaggag
cttggecttt
aataatcttt
caactgtggt
gttaacatat
aacctgagca
tcagggatta
atatcccttg
ggagatgcaa
aggctgggac
acaggagact
gagccaacaa
aaagaaaatt
gtagaatcag
gtgcactget
gtcagectttt
attccttcca
tgcaaggccyg
agcctecectt
tctgcacttt
tgacagtgat
tgtaactegg
ttgtttttgt
cagcctggga
aatgactgtt
ttcgaatgea
gcttcteocag
ccacaatatg
ggaaatccce
atceccttaaa
acacctgtaa
tcaagaccag
aggagttctg

113

ccttttgact
tctagcagaa
ttcctcagac
aataactatc
atgttttett
tataattttt
ggttacatgg
cccaaatttg
aagcactaat
tccctggact
tggatctata
cagatctcaa
gcctecagag
ttttagggag
aaggtgtgac
ctctgatcag
tggcttatty
gagggatgac
tgtgagggag
aggcaggttt
gggtectgag
ttttctactt
gcaccatctg
acagaattge
gcaactggcc
caagacctat
agtccactce
tgtttcttat
gagagaaaat
gagatacctt
acaaaacaga
gaaaagtgtce
tggatgtgag
actagagaat
gagttgaaca
gacaggtgga
atttgggaaa
ctggcaggta
tagaagcagt
aataaggatt
tacttttatg
aactctctca
gceectttget
ctcetttaaa
acatttgcat
tttatgtaag
ccattcactt
atagcagctc
tctcaacctyg
gagtctetgy
ttgtatttat
gacagagcga
ttatattgtg
tggctcactyg
tagttgagct
geccatgigtg
ataagccagt
tceceecttaa
tcecageact
cctggeccaac
gcaggcaqgtt

cctaatttig
aaggctaaaa
gctttaagat
ttcgtctceccoe
ctcgtagtaa
ttccatgaac
cttcacattyg
aggaaaataa
gtcatcagtg
ggtttggtga
gecttecttg
ttzatttaga
gtcectgatat
acaagaaaca
aactcaaggc
cctttcacat
aaacagtagg
tttgagctet
gtatgtagcect
gcctgatgea
gtttatttts
gtatgtgtta
actagaaggc
ctgaaszaaga
aaaggattta
tagggtttgt
caggccecace
tctgaaaate
gaattgttcc
acaaaacaaa
acacatctcc
agattctggt
gegtgggaga
ttggaaggac
tattagacat
tgaatatgcyg
cagggcgagyg
acccaacaag
ggtcaggagg
tettttetgt
gttggttgte
tggcagtaga
ggtcaagttt
atagctcagg
ttgacttatg
tttatcagac
cccgctcata
cactgtctgg
ctcecactgee
tctgaaager
ttatttettt
gacaattcag
gctgtagege
taacctccaa
tgatttattt
ctttactata
ttgagaaaca
ccacaaatat
ttgggaggee
atggtgazac
gtaatcccaq

tgctctttac
taagatatat
ggggcttctc
Cctactgctat
atactacaac

cattcaagta

ccceetetac
tcaagaaaat
cacactgcag
catgatcaaa
tgtctttgtg
aagtttattt
atgtgcccaa
tcaatcgata
agggaagggg
gtgaaaggca
gcagaagaag
gtcctttett
tttttttett
attcccaget
tctttcacat
cagctgactt
agggttctte
ggtgggtgte
tgaccagact
gcteccacagg
acaccatacc
ctccaatact
attagagaac
tacaaaaaaa
tttcttgata
catgtttcaa
aacgtgaaat
attttctgag
ttgagatgcc
tgattctgga
ttactagcaa
tagaggtcga
aaggagttga
ttacaaatgt
attaagtggt
aaatttggaa
atgcactgca
ctgtacaagce
ggaagtgcag
ctgattctta
cgcgaccaag
cactctgatg
tccacctagt
ccggggtate
gttttagaga
gatctatcta
attcgaggga
ctcecegggcet
taaagtttca
aaatattttc
caacccaaga
aaaacagtcec
aaggegggtyg
ccecgtececta
ctacttggga

1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
5020
4080
4140
2200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520



ggctgaggcea
gccagkgcecac
gtaaataaaa
acctggaatt
attgtttaaa
ttaaaattta
atcaggggcet
gtgaagacca
aactacaacc
cctgaadgga
tgtgagcttg
ctgaaggaag
gaaggagaga
ctggaaacaa
cttcggaatc
ctatgcacac
tttctaagtg
cttgtttgtg
tckgttgecte
caaaaattag
cactatttta
cggatgagaa
cataagatge
cacgcctcoea
tggttagatt
tatccagete
cagetetget
ggacagtcca
tctectattca
gtactgggga
agatacaaaa
aacactagaa
actazagatat
tagaacgett
ggatgaaaat
aactcaaaca
tgaatagaca
atctcacctt
tgaatcatgg
atctgatgat
atatgtgcet
ggaactgagt
attagcagca
aaaatgctca
cttacagcag
cagagaaaag
gaaaacacta
accacaactg
tcacttgttt
atcaacagat
acacatacca
cagcaatgtg
caaatgtcac
agtgtggtat
atgagaaaat
cagacttcac
tatacaagta
gagagtatta
ctatgcaatg
acacgtagaa
tcatttagte
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ggagaatcac
tccagectgg
tataaaaaaa
gacctgaatt
tattgcatta
tgaccaagge
ccaatagcaa
gatgggeect
aggcacaaaa
aagagcaccc
acatagaagg
agctcagecac
aggcccaata
ctagagaget
tctaggcatce
cagccaaggg
caataagaaa
atttttaaag

atgaaccaca

tacttactas
tttactccte
atttgaggct
agagttaaga
actaggaagc
tctaggcacea
tgaatttgca
aacttcatca
ccatcrgett
cattcaacat
aattgaattg
gttaactcaa
gaaaacctag
caaaagcaca
ctgaacagca
atttgcaaéc
attcaacaac
tttttcaaasa
aaattgtaat
gggcaggttt
tttataaagg
ttgettetee
caattaaacc
taagaacaga
aatcactaat
tcagaatgec
ggaatactta
tggagatttc
ggtatctacc
attgcagcac
gattggataa
caatgaaata
gttggaactg
atgttectcac
gataaacact
actaaatgga
cactacacag
aaaaaaagat
tccaatgecg
ccccaagata
actagaaatt
ggtttccaag

ttgaacccag
gcaacagagc
taaagcagtc
ctgatttttt
aaatattatt
aatgcctcac
gcaacatgac
gcaaacagtg
gactctgatg
caagttctga
ggtggtagca
attcaaagat
agaaacacag
aataaaagtc
aatttgggca
tgggaaccac
cctccagaga
atcagtctgg
tatctgtaaa
gaaattacat
acagcaagtt
tggggaaagt
ttctaattct
aacatgctgg
gatgaataaa
tccaagggtt
aggtgaatac
acagatggta
ttatacaaga
ccatatgcag
gacagattaa
ggaaaatgct
agcaccaaaa
agagaaataa
tatgcatcct
aacagcaaaa
gaaggtatat
aatccecaca
gtcccatget
ggagttccee
tttgecettet
actttttctt
ctaatacagt
cactagagaa
tattattaaa
cacattatta
tcaaagaact
caaagggaaa
tattcacaat
agaaaacgtg
ctattcagct
gaggccatta
ttataagtgg
ggagattgag
tacaatatac
tatagctatg
cgtacgaatt
tttctatgca
gaaattgtct
tttececctag
aagctcagaa
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gaggtggagy
gagacttcca
cctattgata
tttcatcatyg
tatcttgact
tcactcgect
ttttgaacag
taacctetac
gtgaagtece
ccagaggecca
cctggetcag
tagaagggag
acaggaggga
acagtgccca
ccagtagttt
aggtgttggce
gtttaagcag
ttactgtgtg
tttgcttece
gccecagggac
tataagagaa
taagtaattt
gtgtctaagt
ccagaggatg
tcaacatgtt
tgtgagcaca
ctaggaggcc
aagccacata
aatagtcata
aagaatggaa
agacttacat
tctggaatta
caaaaataga

‘tcaatagagt

acagggaaat
taaccccace
gatatggttt
tatcatggga
gttctcatga
tgcacacact
gccatgattg
tgtaaattac
gtacaaatgg
tcgcaagtta
acaccaaaaa
gtgggaatgt
agaaatagaa
taaattatta
dgcaaagata
gtgtgtgrgt
ataaagaaaa
tcttaagtgg
gagctaaatg
atgggtggaa
atgattcagg
tagcaaaatt
ctgtttttta
gtgcccceccaa
tcaactttta
atgaaagtta
ccagatttta

ttgtagtgag
tcttaaaaaa
tctetttatt
gattttttge
actgagtttg
taccataatc
ctaagactte
atgaaaatgc
agccctccaa
gagtcataac
taatgaagag
gtcccagtca
ggggtcaggg
gtccecacat
tcaaagttct
ctagggatca
ggygaataatt
taagacaata
ctgtaactgg
tatgctaagt
acgttattat
acctaatgtc
tgatgctcca
ctgtcatcaa
ggtttgcaat
caagtctazaa
accctctgag
ccagctttge
tggatccttt
ctagacctet
ataagacctg
atctaggtga
caaacaggac
gaacagataa
aatgtccaga
aaaaaagtgg
ggctctgtgt
gagacceggt
tactgaataa
ctecttgeetg
tgaggecctet
ccaatcttgg
ccaagaagceyg
aaaccacaat
ataacatgtt
aaactagtac
ctaccatgtg
tataaaaaag
tggaatcaac
gtgtgtgtgt
gaatgaaatc
ataattcaaa
atgtgtacac
gggtggaagg
cgatagatac
gcacctgtat
ttctctatga
tattatccat
tccecaggaaa
tgtaacataa
tgttcaatca

ccaagattgt
aaaaaattaa
cactaaatca
attaattttg
cgggacctcc
tgggccacat
tctcttcact
acgagattcc
gtcccaactt
gaagatggaa
gctttecggte
taggagcagg
caagatcata
ggaccagact
ccagaagatt
tgacaatgag
tgatttgtte
atccagaaaa
atctaaccaa
aattcataaa
ttccacattt
acacccagtt
tcaaacacac
gtttacagaa
agaatgaatc
agtgtggcect
accaccagat
catctgatgt
tcaatagaca
atctctcacce
taactacaaa
agaactcagg
ttaattaaac
tctgeagaat
atttagaagg

gcaaaggaca

ctccaccceag
gggaggtaat
gtcctatgag
cctccatgta
ccageccatat
gtatgtcttt
tacaaaaadac
gagatattat
ggcaaggatg
agcttctgtg
gttcagcaat
atatctgcac
ccaagtgtcc
gtgtgtgtat
atgtcttttg
aacagaaggt
atggacatag
aggttgagtg
actaaaagcc
tgctraaatt
aattactact
ttagcagctce
accttcagtce
cacattatct
aaaactgctt

5580
5640
5700
5760
5820
5860
5940
6G00
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7820
7980
8040
8100.
8160
8220
8280
B340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
3000
3060
9120
3180
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attttaagtg
tctataagtt
agtcectcecat
ctggttettg
caatgtgaag
gattcatctt
ttgtgtggat
ctaattttta
aactcaggat
taggtgtatg
tttgcactcee
cactatatac
tgttgttact
tttgtgtttt
tgtgaagage
agatcaaaat
trtttatttt
ggaaagaggc
gccgagaaaq
tgaggatgcecce
taactaattt
ggtctatatt
acctaagtta
ctgttgtecat
ccagttaaaa
ttaaagcaaa
gtatgazaat
aaatgatttt
ccaacttgtc
tctgtacetg
tctgacctgg
ggcctatgta
cagtcagcaa
cacaaatagt
ctaccgcctc
gcagtatttt
ccaccattee
ttttctattc
caaagtccag
aataaataaa
ccattattta
agactgaaaa
tctaagagaa
actcagctat
tttctcacca
ccaggtectt
gtgtttctge
gcctetgtee
aacagtcecta
gtaaaaaaat
ctatgcaata
gcaattcaca
gagtgatcag
atttgagtgg
gaggaaactc
ttgaggccaa
atttttgaaa
cagcataatg
ttaatttttt
tcataactct
ccaagtaget

aggtttactg
ttggcaaatg
cctttaaagt
tctgatccaa
ccttttgagt
tgctgtttcg
atgccacaga
gctgetaaga
ttcatttcege
ttgaacttta
catcagcagt
cttctttgat
atggactgtg
atgaatatgt
agaagtttaa
aggggtctat
tatttttcta
aagataaaza
gaaactagct
caaattatgg
gtccacaaca
attttctata
aaatattagg
agttagagaa
gttgggtaaa
ctccaagtcea
actgatttaa
ataattctag
tataagactt
ttctttacte
tttatatcgt
ggctcatggt
cacgagacea
ataatgaacc
ccceccteatce
tcagccaatc
attatgatte
caatttcctt
gtcctgttaa
taaataacct
gaaacataaa
tggaazagaa
gatattagaa
atgtagttga
aggcggactc
tcectgectg
caagttccayg
atcaagcaaa
actgcaaaga
tgggattctyg
gtgaaaaaaa
acagatgaga
aaaacacaaa
aaaaaaatta
catggaggac
tttgtaaatt
agacaaaaac
ccectecagat
ttagagacag
ctctagcage
aggactacag

aggtataaat
catagctgtyg
tcctttatge
tcgtttgect
ctggctttgt
tgtagcacta
ttgtttatet
ataaagttgc
ttgggtaaat
taagaaactg
gaatgagggt
gacatatcct
agagttcttt
tcteccaatyg
ttttatgatg
tttgattacc
atttcattgt
tagtctaact
ctcttacatt
gctttaaaaa
acacaaaaaa
tatcaaattc
tattagttga
tcttttaaaa
aagaactaca
ttttcatcaa
aatgcaaata
taagtttata
taatgaatca
tgcaaatctt
atcattgatt
ttatacaaca
ctttatttte
ctaagcttca
caattactct
attaatacgt
ccagcataat
gattgtettt
acatatggtt
atttrttcca
tcacatcata
aggtatagac
agttgtacca
aatctaacta
tggaggcagyg
ctecetccact
atagaagaag
atttttccag
agctgaggaa
ttattaaaga
taagaaactc
ccccaatage
tatgtatttt
daaagcctga
ctatcattgc
gaaaaatgcg
gttatgtaaa
ccattgaagt
agtctcactc
ctcgaactcc
gcatgggaca
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tacaataaaa
taaccacaac
ccetteette
cttcctgaat
tcacttgttc
gttcactgtc
agttaacaat
tgtaagcttt
tcctageottt
ccaaactgtt
tccacttget
ttcaaatttt
gtatattctg
tgtggcgect
tccaaattat
actgttattt
aaatttttaa
tgggcataaa
gattgtttaa
atatatatcc
tgattecace
tacaactggt
taagacattt
tatggagcta
gaataatatt
tgaaatcaat
aggggagagt
ggtttatggg
cttagaattt
accttgeecet
ttgttactta
ctgeccatctg
attrttagtg
caaattaaca
gttctctcecac
tgccaactga
tgagagtaat
aaactgtttt
aagttttacc
attccaggga
ggactagaat
taaacttatt
gcattcatta
gaggagcttyg
tggttcagag
ctagcttgtg
atagaacaca
aaatgcacaa
ttagattttt
ataagaggag
aataaaaaag
caataaacat
aaaccaaaaa
taatatcaag
aaatgtggga
cacaccctge
tggaatcatyg
catgtgtatc
tgtcacacag
tgggctcaag
caacacacaqg

gcecacctttt
cacattcaaqg
accccagecce
gtcatgtaaa
acttaggaga
tattgttgag
ttaaagceat
ccaatgcagg
gggactgctg
ttecaaagtt
cgagcctagt
tggtcaagtt
catatgattt
tttattttet
ctttttttet
tatctecatt
ttaaacccaa
ttttagagte
tttcagacgt
aaacaggggt
ataagtttge
tcttaaaget
tatcatctat
ttttcataga
tatgtttatc
aaggttttgce
ttgagagaga
gtttttacgt
ttaaaataat
tttgtctaaa
gcaagcacag
ctagacagagt
tttatagaaa
ttttgctaat
ctcctcacac
taaggacttt
tcecctaatat
taccctaagt
caaacccaaa
atagtgaaag
tatcttgaag
taaaaacttc
ttcagtattc
atcagataaa
ctagacagct
actttcatcc
aaggagaaat
tagatttcag
ggctgggaca
ggaagaaaga
tagggcatacc
ttttaaatgg
tazaatacaa
tattggagag
atgaaactta
aaccaagtac
caatatgtga
aacagctcac
ggrggagtge
catcctcctg
ctaatttttt

cgtgtatatt
atataggaca
ttggcaacca
tagagccatg
atgcatttga
tagtattcca
ttggtcattt
tttttgtgtg
agtcatctgy
getgtgetet
attttaactt
tttattgggg
ttttctcaca
taacgtgceca
tttetttttt
tgattttcga
atattctagg
atattctcectt
cactacttta
tcagaaagaa
ccagtgacag
actgtacata
gaaatgttge
ttaaactatg
gtgtaaggtt
aaatatatat
gagagagace
acttttctac
ttattattac
agcaataaaa
tgatccatta
gtgacagtca
tatgaatata
cttgtttcaa
acagacactg
taaadaaacaa
ccaataccca
ttgcttaaat
taaataaata
agggtaaatyg
tcaaaattga
aatgcagaac
atcagtattc
gagatacatt
gctgecaggac
tgcaagatgg
aagcagtggt
atgatgtcte
ctgttgcecet
ttgaaaactc
ttaaaaacag
tcaacctcat
tgtattgacc
gatgtagagt
atacacgaat
cccttgeaat
cctttatact
tattttttet
agtggcgaga
ccteagectce
taaatttttt

9240
8300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9900
9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560 -
10620
10680
10740
10800
10860
10920
10980
11040
11100
11160
11220
11280
11340
11400
11460
11520
11588
11640
11700
11760
11820
11880
11940
12000

12060 -

12120
12180
12240
12300
12360
12420
12480
12540
12600
12660
12720
12780
12840



ttagagacat
ctcccaccte
accgtgceca
ttgttttace
aataaaacca
ctgggataag
atcttcagtt
ttgtttagaa
ttatcgattt
tattaaattt
atgagcactt
gatttatgat
tttaacattc
ctgtctcatc
tcatttgaaa
atctcagcega
agagecgtta
gagagagceca
tgacaaactt
gcactgctgg
gcttccagag
agagaaatag
tttttttaaa
acccttggtg
atcagaatag
gaaggcatct
tccctaggaa
agggagagta
gtaggtaaca
agaaaggaag
ggaagggaat
aggaaggaaa
aagaaagaca
aagagaaaga
gazagagaaa
aasgaaagag
saagaaagaa
ttttgcaaca
gataccttat
tttgaactag
cactttggga
acatagtgaa
cctgtaatcet
aggttgcagt
cgtcttcaas
acttttattt
ccaacagctg
gtacctccaa
gcacttattt
ttaataaata
ttagaaaaaa
tttcteccic
tggcagtgac
gaaccagtta
tgctggectc
gagacagatc
atagaaaatt
cagtggatgce
tgataaaatg
gaacaattca
tctgatgace
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ggtctcacta
tacttcacaa
actcactact
attaatctat
ctatgaatag
ttttecattte
ttattctatt
gtgtgttgtt
ccagtttgat
gttgaggttt
gaaaagaatg
cttacteatt
ttgtcaggta
aaagctgaga
tctggacttt
atttcctcte
ctgcctaaga
gctttttatt
ctccagaace
gtcgetectt
tcttcataag
gtaaaagtaa
ctttcaaaaa
ggaaattcaa
ttcaggtttt
tatatttact
atttgacctg
gtagccetgce
ctaaategtt
agagagagag
ggaagggaag
ggaaaggaag
agaaagaaag
aagaaaagaa
gacaagaaag
aaagaaagaa
agaaagaaag
acctaatata
aaataacagg
ttttaaaaaa
ggctgaggca
acaccgecte
cagctactca
gagccaagat
adacaaaalaa
tcattctatg
cattttgetc
ccagagagag
tacattgtge
tgtgtatttg
aattttgtgt
tctctctett
aaatgccatg
tcttatgaaa
agcccaaggg
gtaacactga
ctttctrctg
tattgcacaa
cattaattag
gtaaaataag
aagagggcta

tgttgcctac
agtgetgtag
ttttattact
tgtaggacat
ttgtgtattg
tttgggecttt
caatatataa
ttgtttecaa
teecaggtoggt
gttacatggc
cgaattctge
gatggtggtyg
attctaacgt
ttttcctggt
ggagtattgt
ttgecacrcea
attgttttac
agggctttat
aagtctggza
gggtcccaat
tttgctttac
ttetactceea
czaaacaaea
gtccaaatac
aaacaaattt
aagcacctat
gcagctggag
ccecagecace
ctggaacaca
agaaggaagqg
gaaggaagga
gaaggaagaa
aaagaaagaa
agaaaggaaa
agaaaggadaa
aaagaaagaa
aaagaaaaag
agttttttaa
gcatcctatg
caaggaggcc
ggtggatcac
tactaaaaat
gcaggctgag
cacagcattg
aagacaagga
ctatccgatg
cctccagace
tcgagtccca
cttgatacag
ggattgtage
ggctcaatca
tcttctcagt
ggcacatgag
ttttccagag
gaatttcectt
gacttacatg
gacagtcttc
ccctacatat
tcacagtaag
agttacttga
ctaagcatct
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gctggtctca
gtatgtaggt
aattattcca

tttgactgat.

tatacqgtttcr
tactgtatce
tcttttattt
gggrttggea
cagagaacsac
ccagtatatg
tggtgctggt
ttgagtttga
ctctgtcecatyg
tccecectggtt
gttatgaggc
ggaaggagaa
tgggcttcce
gtttttctgg
tggatgaggc
gttcctaact
gtacaatgte
tctttcagga
ggcagctgcea
acattttaag
atatttatga
tttgttcttg
ctgatccacc
cctcaagaca
acaacgaaadg
aagggaggga
aaaggaagga
ggaaagaaaa
agaaagggga
gaaagagaaa
gaaaagaaag
agaaaagaag
aaaaagaaag
aagttaaata
acctgaattt
aggcgcactg
gaggtcagga
acaaaaatta
gcaggagaat
cactccagcece
atctgtaaaa
cctactgeta
acctgattgg
cagaaaggcy
agtactcaat
atattgcage
acaaacgact
tgatgttgct
atatgataaa
tgggtactag
ccagagacag
aggacaccaa
tctgtictaa
gctatgtttt
aggttaacaa
gcacaaacac
aaacaggagg

aactcctagg
atggattgta
tgggatggat
tccagttttt
tgtgctaagt
ttgatattat
tccttgasat
tttttcceat
acttcatgtg
gcaattttgg
tggagtttte
tgtgttectta
tcagtattag
cetgttggga
tttggatctce
gttgggtgte
ctttctttet
goctgttggt

aaadagaaac

ggtctgectt
cgggottttt
agcaaaagcce
acagtaaaga
tttggctage
ttatgcatat
ttaaaaagac
tggecactag
ggattctttc
aagaaagqgaa
gggaaggaag
agggagggag
aaagaaagaa
zagaaaagaa
gaaagaaaaa
agaaagaaaa
saaagagaaag
gagaaaatga
ttctgttcea
cccaaattat
gctecatgect
gctcgagacce
geegggcgtg
cgcttgaacce
tgggcgacag
caggcactgg
titcecettea
agctcacgty
taacaatcac
gaatgctctt
tacctggata
tttctetecte
ggagttcagt
aggtccctga
atctctectg
agggcagtga
acagaaaaaa
cttcagcaaa
ttecctataca
caataactag
taggatatca
gtaagtgtag

tcaagcgatt
ggtatgaace
gtaccgecagt
ttttaataca
tttcatittt
aatatgttac
ctceccatgga
tattttteta
atttcagtte
tatatgttcee
cagcaatgtt
cgatggcagce
cgcctettaa
tgtgtggttt
atttaaactc
tgaatggage
cctttgacta
gtttctgggt
ccecgtggaat
cttctetecca
actttacttg
cecttgtgta
agctagtaac
cagtgagaac
actaaaagct
agaattccat
agcacagagc
tctgggaact
agagaaagaa
gaaggggaag
agagggagga
agaagaaaga
agaggaaaga
gaaagagaasa
gaaagaaagg
aaagaaagaa
cagcaattac
tgecattgetyg
gagttgaggg
gtaatcccag
agccttacca
atggtgegea
cagaaggcgyg
agggagactc
aagtatatge
tatttaacct
ctceccacaca
cagtaatttt
tgaatcatat
tataatttaa
tetetttcte
gttgtgcaga
agaaggtgga
tctggeaccea

ttgaggtggy
ggtggraagt

attctccece
cacttaccta

taataaaata

tgacagtcaa

acagcatgga

12900
12960
13020
13080
13140
13200
13260
13320
13380
13440
13500
13560
13620
13680
13740
13800
13860
13920
13980
14040
14200
14169
14220
14280
14340
14400
14460
14520
14580
14640
14700
14760
14820
14880
14940
15000
15060
15120
15180
15240
15300
15360
15420
15480
15540
15600
15660
15720
15780
15840
15300
15960
16020
16080
16140
16200
16260
16320
16380
16440
16500
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gacgctggac
tcatcacgct
ttttaatatt
ttgataagga
tacatatata
cacacacaca
ataagatgca
cttttctact
aacttttgca
tgaatcaaat
tagattattt
acttggtcet
cacttttccet
tggtttggga
ttetttecaat
gagagatgac
atagctcetga
aggacacctc
tcaatgacat
ctcatgattc
caaaggaggt
ttgtttececat
cttagacttg
tgtctatgta
ttttgecttg
tgtgttgtat
aacatgttta
taggggcaca
tccaaggttt
gaccgteccece
aaggectett
gcatgtctca
ctctgtggct
tgagatgttt
ttcecttgaa
tcecececactat
tcaataaata
gacggtcect
cteagtetet
ttcgagccag
ttcacaactt
acgagaagag
aagacagagc
tatgtaaatc
atcttctctt
caagatgaac
atgecatttge
atgagaggaa
cctctatcte
atatccactce
ggatgtgaac
aatgtaaaac
cctactetgg
caaacttgaa
cctcaaacct
actgtatgtt
aaagcaaaaa
cagtagtttt
cctetetete
ctgactttce

tgctgagggt

aaagggatga
actaaggcac
ttcagactac
ggtactactg
cctacataca
cacgcacarca
caactigtta
agataaaaat
atctagtttt
atccttgaaa
aaagttttaa
tcaaacttaa
aaactttgct
gggtttttta
ctctattcce
ccaggtgtta
agtacggcectt
ctgtttttge
ggtttaaatce
tccaaccacg
tttgaaagag
ctgttgttca
gagctctage
gaaaaggaag
agatgctgtt
ggaatcaaga
caggcagtat
gtgcactgcg
ctccceactg
cagcctgaca
geggttgaga
gtgtaaaacc
Jggaggcgaga
gggtgagaga
tttacttgtyg
caccctgtte
ctgagggaac
tgggcccact
cgtceccacct
gattatcagg
catccagagc
aacatagggg
ttgaggggct
tcggtggetg
tctctcaagg
atctacattt
acgtggceggy
acagacacaa
cctacttect
gtgacaaact
cacagaattt
tgagagagtt
actccagcat
gatggatatc
tgcaaaaggc
actgatgtga
tgatatttet
caggatgatt
tetetttete
ttcctgtcee
tcaatgtaaa

ttcagteccea
acaatttaaa
agttgcctac
tacatcgtcce
tacatataca
cacacactca
atgtcctaca
ccattatcat
taatcatcat
acatacatag
ataatttaac
tttgtacttt
ggattggttt
aatcccatta
acggecctgaa
ttccactere
ttctggggct
aatggaaaaa
tctgtaggrgt
aaataaattc
tggaggacge
tteattgttt
ctcagecagyg
acataagaaa
aatctgtaac
tttaagggat
gcttggtaaa
gaaagccgca
agacagcctg
ccegtgaagg
taagaggaag
tgattgtaca
tatgctggeg
agcataaatc
acacagattc
tcectgoegea
tcagagaccg
gtteccttctce
gacgagaaat
gcatttgggg
cagcctgaac
ctgggtgcca
cattcctett
aacccctecet
aagtcaaaaa
tctaaagtgg
acaaaggact
cctggaggcg
ggctaatggg
agctggaaga
cctectetee
acaatcttaa
gactgctgag
agctacagac
aaacttatgce
ggggaactte
tgaaatgtta
tatagatgtg
tectetetet
ctccacagca
gcaccttcag
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ggctggtatg
atgagtaaat
aggtaactga
tttgaaccaa
catacctgea
catctactaa
gagcaataaa
tttcataaaqg
aaataggaag
tcatecttttt
attcacaata
tatgtatcgt
attatttttg
ctattgaatyg
gcatgagggc
cactgtccac
ctgtggggaa
atgtttctaa
tcttcaaagt
attatcattt
gctaatgaac
ccattggect
atacggaaaa
ctcecattttg
tttageccca
ctagggetgt
agtcatcgcce
gggacctctg
agatatggcc
gtctgeqgetyg
ccctetgtcet
ttcgttectat
gcaatgctgce
tggcctacgt
ctttgctcac
ttcecocttge
gtgccagcgce
tatactttgt
acccacaggt
gtctgcaaaa
agtagttgece
agtaggtaga
graaaatgaa
aggatagtaa
acacctgcag
gacaagaatc
ttgcttetge
gcaaagaagc
gcagccttga
atgacaacca
ttgtggaatg
ggaggagtca
ctcaaatata
tttcctgagt
cattgtgtcce
ctaaattggc
catctgagga
cattgaagtg
cgetetttet
gtttatattt
tgatgagtta

gagcggaagg
tcttatttet
aaccccagaa
ctttatcatt
cacacctata
tgttagaata
accataagca
ttttctttac
caaatgaact
ggtttatttt
gtttgtgact
gcttacctea
tctatttett
cectattaact
caagctgtct
ctatcaccat
aactagaact
attccagttt
tttttcttcet
ttatatttct
tcaaaaatce
gtcegectec
gagagatcag
atctgtatcec
accttgtgct
gcagaatgtg
attctccatt
cccaggaaaa
ttgcaggaty
aggaggatta
cctgcatgcc
tctgagatag
tctgttgtte
gcacatccag
atgttttett
tgaggtagtg
gggtcctceg
ctctgtgtct
gtggaggggc
ctaagccceca
catgatttet
cagggagggc
acaaaaacca
gccctgacac
ccttactgte
tctgttcata
cagcacatct
agctctttet
tccttgggaa
atcaggttcc
tcagcttacg
agctaaagca
tatagagaga
caggtagaga
tctgacatac
tagtaaatta
acattgctaa
tgtacttgtg
ctecettgece
tttttctgat
gttggaatgt

gcatgatatg
agaaattret
agcaaaattg
tgctagtata
tgtatacgta
agtttgctaa
ttggggttat
attaacatct
gtttctctag
tatttttaga
gtatattttg
attttttatt
ttcecttectag
tgcccecettt
gtaaccagca
tceccagecccg
ggctgcttca
ctctatgaat
aataggacct
tctgteattg
acactattce
tatcctectt
actgttactt
tgaacaattg
cacagaaaca
ccttgttaac
ctcgattaac
ctgggtattyg
ggaaagatct
gtaaaagagg
cctgggaacg
gagaaaaccqg
tttactacac
gcatagtacc
gctgaccttce
aazatagtaa
tatgctgagt
tatttetttt
tggacacccc
actcatcgat
atgccttaat
agggaactct
cagcactgaa
aattgctget
cccttggaaa
tttatgtecc
gtcttcagat
caagtgacct
tccaggacag
aagcaccact
tctgacaaaa
gaaagaatca
gaaagaacca
aatggccatc
tgggtgatgt
tgccaaataa
aataatttat
ctctectetet
cccteectee
aatctaactt
tcececaagaa

16560
16620
16680
16740
16800
16860
16920
16980
17040
17100
17160
17220
1728C
17340’
17400
174860
17520
17580
17640
17700
17760
17820
17880
17940
18000
18060
18120
18180
18240
18300
18360
18420
18480
18540
18600
18660
18720
18780
18840
18900
18960
19020
15080
19140
19200
19260
18320
12380
18440
19500
19560
19620
19680
19740
19800
12860
19920
15980
20040
20100
20160
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attctatttce
accttgectt
ggtggatcct
accacacaca
atcacaacaa
caatggtact
cggttgcact
cagctecagtce
actatctccet
tatagaaaag
atgtttatgc
ttttcaaaat
accatacaga
aggagataac
atatattcaa
ttttcacaaa
tttgtgctac
agttattttt
cacttatceg
cttgttgett
aaacatggga
gacctctctyg
catagagtct
gtgctcaata
ctttgtgtec
cacttgcecaa
gagaccaaat
aataaaccta
tgtggcagtc
aattakgtat
tactggackg
agggtagaag
ctcacgeetyg
atcgagacca
gcgaggcgtyg
ggtgtgaacc
tgggygacag
ggtactctag
ctaatctgag
ctaacccagyg
atagaaaaac
aaggttaaga
aggtcttcag
ggcagctcca

<210>
<211>
<212>
<213>

101
154
ADN

<220>

<223>

<400> 101

cagcactctt
tcectecaacag
ggcagagtcet
tcctaaagat
tcattcctac
tatgataatce
gttcatatta
atctttttca
acactgaaac
tatttgacaa
attgcacagg
tagtacagtt
agagtaggag
taccaagcac
tgtagatggg
caccttcecac
attgtaaagce
cactctttaa
agtctaagga
cegttgagtyg
tctgagttta
ccetcaagtt
tgggaataat
aatgtcaccc
cctttaaaaa
tattaactct
gctaattetyg
cccectaatet
agtattagtc
ttttttttat
agcctcccaa
agaatctgaa
taatcccagce
tcctggctaa
gtggcggygceg
€gggaggcgg
agcgagactce
gcccagtgac
agaaggtcte
tggacaaaga
tctaaggagt
gagatacaag
tgttgttgat
aagatggceat

Sintética

ttacatgaaa
atcaatctta
cacagatgct
ctcagcecact
agatcaccac
atcttttatt
gatttccaat
ttcetgttte
aggaaagctt
agaaaactca
aatatcgaga
ttattattte
gagatggcat
aatttatgtc
atcatgatat
gtaactatat
tctagcacag
acaatatttc
gttcctttita
actttactece
ggtcacagct
tttgcaccta
taaatgtgat
tttatgattg
aggactatge
ccacctctaa
ctattcaagg
ttagaattgt
tttggtctat
ttattctgaa
atacagggca
agcaggtaaa
actttgggag
cacggtgaaa
cctttagtee
agcttgcagt
cgtctcaaaa
ctgtctctgt
tcttcagttg
tgttecccaag
gtagggaggt
gctgcaaaaa
gagattacta
gcgcetggte

Sequéncia artificial

118

tccaagaage
tcaatgtcca
tctgagacaa
tcccatgttt
tgcatgtgat
gtttacaaat
tagctcactt
tatcccctac
ttaccttttt
cacatgtgtg
atgctaatag
taaaaactat
aaagtgtcat
ttttaaaatt
ctcaccacac
agaagtctac
tttaaccaaa
catgtgtagt
cctteeecea
tggagtataa
ctgccactta
caaagtaggg
gatccatgta
gtattgegtyg
ccttggtceag
cttgatcect
caactagcaa
agttatgatt
gatagcatct
aatgtttgtt
aataaaacat
aataaacagg
gccgaggtgg
cccegtetet
cagctagtceg
gagccaagat
aaaataaata
actctgtaaa
aattttgaaa
cagagggagt
gggagtaatg
tggagctgga
tggaaacact
cagctcagta

tctcagacta
tcacagatat
catttgcttt
cattttgtgt
caataaaata
actgctttac
aggaacataa
atctectttee
ggcatgcitg
tacatatctt
gcaatgtcag
aaaatgaata
tgttectect
cagcccgtat
atactcttca
gtctteccecet
ctcctattaa
cttatacata
tccecageatt
tctgcgtata
ctgccataag
gataatatta
caatgtctygg
tatgtctgea
ctattttgca
ctecttecte
agctgecagt
tctgttgtaa
ctgatctatt
aagcatttgce
caaacagcett
cactcggcetyg
gecggatcacg
actaaaaata
ggaggctgag
cgcaccactg
aataaaataa
ttcaggtcac
gacaattagc
gcttgtgaaa
tatggaaggg
ctcaaaagaa
atggaacact
agagctgagc

tcttactgac
tttgtagaac
caaaaaatga
tacagcaaac
gtttttgcaa
aatagttatt
gtcecectegaa
tttgcagacg
atttaaagat
ttaaaaagtt
agtttactgt
tattcacatc
ctgcaatcce
ttatatacat
gtgacctgca
taatgtctge
tgaggatttt
cgtctgtaca
ccetgteacg
gttcagttaa
ccagttectt
gttcctagtt
cacttagtaa
gagaaaatca
cattaaattt
atcttctggt
gacagaatca
aagttactgt
attgaytttce
taagtaaaga
ataatttaga
ggcgeggtag
aggtcaggag
Caaaaaatta
gcaggagaat
cactccagece
aaaataatta
ctgctcaggg
agttcacaag
gctggaggee
gtggagatgg
aatactgaaa
gggactccat
tcttcctgtg

tctggcaaca cggcectecet gaccgtectet gggctccagg ctgaggatga ggcoctgattat 60

tactgcagect catatgcagg cagcaacaat ttaagtcttc ggaactggga ccraaggtcac 120
154

cgtectaggt cageccaagt ccactcccac tcetc

<210> 102
<211> 156

20220
20280
20340
20400
20460
20520
20580
20640
20760
20760
20820
20880
20940
21000
21060
21120
21180
21240
21300
21360
21420
214890
21540
21600
21660
21720
21780
21840
21900
21960
22020
22080
22140
22200
22260
22320
22380
22440
22500
22560
22620
22680
22740
22800
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<212> ADN
<213> Seqguéncia

<220>
<223> Sintética

<400> 102

tcagggacaa tggccacctt
tactgttact caacagacag
accgtcctag gtcagceccaa

<210> 103
<211> 150
<212> ADN
<213> Seqguéncia

<220>
<223> Sintética

<400> 103

tctgggaaca cagccactct
tactgtcagg cgtgggacag
ctaggtcagc ccaagtccac

<210> 104

<211> 21

<212> ADN

<213> Seqguéncia

<220>
<223> Sintética

<400> 104

119

artificial

gactatcagt ggggcccagg tggaggatga agctgactac 60
cagtggtaat cattatgtct tcggaactgg gaccaaggtc 120
gtccactcece actctce 156

artificial

gaccatcagc gggacccagg ctatggatga ggctgactat 60
cagcactgcc gtcttcggaa ctgggaccaa ggtcaccgtc 120
tcccactcectce 150

artificial

aggtggaaac acggtgagag t

<210> 105

<211> 21

<212> ADN

<213> Sequéncia

<220>
<223> Sintética

artificial

21
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<400> 105
ccactcgggg aaaagttgga a

Lisboa, 2016-06-03
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REIVINDICACOES

1. Ratinho compreendendo:

um segmento génico de regido variadvel de cadeia leve A de
imunoglobulina humana (hVA) n&o rearranjado e um sSegmento
génico de juncdo A humano (hJA) que estdo ligados
funcionalmente a um segmento génico de regido constante de
cadeia leve kappa (Ck) de imunoglobulina de ratinho ao nivel
de um locus x enddgeno de cadeia leve de imunoglobulina de
ratinho, em gue, ao nivel do referido locus, o elemento
amplificador intrénico x a montante do gene Cx (designado por
Exi) e o amplificador 3'k a jusante do gene Cx (designado por
Ex3') s&o mantidos, onde o ratinho expressa um anticorpo
compreendendo uma cadeia leve que contém uma sequéncia VA-JA

humana rearranjada e uma sequéncia Cx de ratinho.

2. Ratinho de acordo com a reivindicacdo 1, em que o ratinho
é desprovido ou praticamente desprovido de um segmento génico
Vk de ratinho funcional e ¢é desprovido ou praticamente
desprovido de um segmento génico Jk de ratinho funcional.

3. Ratinho de acordo com a reivindicacdo 1, compreendendo
uma pluralidade de segmentos génicos hVA ndo rearranjados.

4, Ratinho de acordo com a reivindicacdo 3, em dque a
pluralidade de segmentos génicos hVA ndo rearranjados
compreende:

(a) pelo menos 12 segmentos génicos hVA; ou

(b) 13 a 28 ou mais segmentos génicos hVA.

5. Ratinho de acordo com a reivindicacdo 4, em gue 0S8
segmentos génicos hVA incluem 3-1, 4-3, 2-8, 3-9, 3-10, 2-11
e 3-12.

6. Ratinho de acordo com a reivindicacdo 4, em gue 0S8

segmentos génicos hVA incluem 2-14, 3-16, 2-18, 3-19, 3-21, 3-
22, 2-23, 3-25 e 3-27.
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7. Ratinho de acordo com a reivindicacdo 1, em que o segmento
génico JA humano é o segmento JAl humano.

3. Ratinho de acordo com a reivindicacdo 1, em que o ratinho
compreende quatro segmentos génicos JA humanos,
preferencialmente em que os quatro segmentos génicos JA humanos
sdo JALl, JA2, JA3 e JAT.

9. Ratinho de acordo com a reivindicacdo 1, em que o locus
A de cadeia leve de ratinho é eliminado na totalidade ou em
parte.

10. Ratinho de acordo com a reivindicacdo 1, em que o locus
k enddgeno de cadeia leve de ratinho compreende:

(a) uma sequéncia contigua do locus A de cadeia leve humano
que vai de hVA3-12 a hVA3-1;

(b) uma sequéncia contigua do locus A de cadeia leve humano
que vai de hVA3-27 a hVA3-1; ou

(c) uma sequéncia contigua do locus A de cadeia leve humano
que vai de hVA5-52 a hVA1-40 e uma sequéncia contigua do locus
A de cadeia leve humano que vai de hVA3-29 a hVA3-1.

11. Célula isolada que expressa um anticorpo compreendendo
uma cadeia leve que contém uma sequéncia VA-JA humana
rearranjada e uma sequéncia Cx de ratinho, em gque a célula
provém, ou pode ser obtida, do ratinho de acordo com gqualquer
uma das reivindicacdes anteriores, e em que a célula compreende
um hVA e um hJA que estdo ligados funcionalmente a um segmento
génico Cxkx de ratinho ao nivel de um locus kx enddgeno de cadeia
leve de imunoglobulina de ratinho, em que, ao nivel do referido
locus, o elemento amplificador intrdénico x a montante do gene
Cx (designado por Exi) e o amplificador 3'k a jusante do gene
Cx (designado por Ex3') sé&do mantidos.

12. Célula isolada de acordo com a reivindicacédo 11, em gue
a célula é uma célula B.

13. Célula-tronco embrionaria (CTE) de ratinho isolada
compreendendo um segmento génico de regido variavel de cadeia
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leve A de imunoglobulina humana (hVA) nédo rearranjado e um
segmento génico de Jjuncdo A humano (hJA) gue estdo ligados
funcionalmente a um segmento génico Ck de ratinho ao nivel de
um locus kK endbgeno de cadeia leve de imunoglobulina de
ratinho, em gque, ao nivel do referido locus, o elemento
amplificador intrdénico k a montante do gene Cx (designado por
Exi) e o amplificador 3'k a jusante do gene Cx (designado por
Ex3') s&o mantidos.

14. Embrido de ratinho compreendendo, produzido a partir, ou
que pode ser obtido a partir, da célula CTE de ratinho de
acordo com a reivindicacdo 13, em gque o embrido de ratinho
compreende um segmento génico de regido variavel de cadeia
leve A de imunoglobulina humana (hVA) n&do rearranjado e um
segmento génico de Jjuncdo A humano (hJA) que estdo ligados
funcionalmente a um segmento génico Ck de ratinho ao nivel de
um locus x endbgeno de cadeia leve de imunoglobulina de
ratinho, em qgue, ao nivel do referido locus, o elemento
amplificador intrdénico k a montante do gene Cx (designado por
Exi) e o amplificador 3'k a jusante do gene Cx (designado por
Ex3') sdo mantidos.

15. Hibridoma compreendendo uma sequéncia génica de cadeia
leve de imunoglobulina rearranjada derivada do ratinho de
acordo com a reivindicacdo 1, em que a sequéncia rearranjada
compreende um segmento génico hVA, um segmento génico hJA
ligados funcionalmente a um segmento génico Ck de ratinho ao
nivel de um locus x endbdgeno de cadeia leve de imunoglobulina
de ratinho, em que, ao nivel do referido locus, o elemento
amplificador intrdénico x a montante do gene Cx (designado por
Exi) e o amplificador 3'k a jusante do gene Cx (designado por
Ex3') sdo mantidos, e onde o hibridoma expressa um anticorpo
compreendendo uma cadeia leve gue contém uma sequéncia VA-JA
humana rearranjada e uma sequéncia Cx de ratinho.

16. Utilizacdo da célula B de acordo com a reivindicacdo 12
para produzir um hibridoma compreendendo uma sequéncia génica
de cadeia leve de imunoglobulina rearranjada derivada do
ratinho de acordo com a reivindicacdo 1, em gque a sequéncia
rearranjada compreende um segmento génico hVA, um segmento
génico hJA ligados funcionalmente a um segmento génico Ck de
ratinho ao nivel de um locus xk enddbdgeno de cadeia leve de
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imunoglobulina de ratinho, em que, ao nivel do referido locus,
o elemento amplificador intrdénico xk a montante do gene Ck
(designado por Exi) e o amplificador 3'k a jusante do gene Ck
(designado por Ex3') sdo mantidos, e onde o hibridoma expressa
um anticorpo compreendendo uma cadeia leve que contém uma
sequéncia VA-JA humana rearranjada e uma sequéncia Cx de

ratinho.

17. Ratinho compreendendo:

(a) 12 a 40 segmentos génicos de regido varidvel de cadeia
leve A de imunoglobulina humana (hVA) ndo rearranjados e pelo
menos um segmento génico JA humano (hJA) que estdo ligados
funcionalmente a um gene Cx de ratinho ao nivel de um locus
enddgeno de cadeia leve de imunoglobulina de ratinho, em que,
ao nivel do referido locus, o elemento amplificador intrdénico
kK a montante do gene Cx (designado por Exki) e o amplificador
3'k a jusante do gene Cx (designado por Ex3') sdo mantidos; e

(b) uma sequéncia de &4cidos nucleicos intergénica Vk-Jk humana
localizada entre os 12 a 40 segmentos génicos de regido
variavel de cadeia leve de imunoglobulina humana e a pelo menos
uma sequéncia de acidos nucleicos JA humana;

em que o ratinho expressa um anticorpo que compreende uma
cadeia leve contendo uma sequéncia VA-JA humana rearranjada e

uma sequéncia Cx de ratinho.

18. Ratinho de acordo com a reivindicacdo 1, em gue o ratinho
compreende:

(a) 12 segmentos génicos VA humanos; ou

(b) 28 ou mais segmentos génicos VA humanos.

19. Método para produzir um anticorpo num ratinho, em gque o
método compreende:

(a) expor um ratinho de acordo com qualguer uma das
reivindicacées 1 a 10 ou 17 a um antigénio;
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(b) permitir gque o ratinho desenvolva uma resposta imune ao
antigénio; e

(c) 1isolar a partir do ratinho de (b) um anticorpo que
reconhece especificamente o antigénio, ou isolar a partir do
ratinho de (b) wuma célula compreendendo um dominio de
imunoglobulina que reconhece especificamente o antigénio, em
que o anticorpo compreende uma cadeia leve derivada de um
segmento génico VA humano, um segmento génico JA humano e um
gene Cx de ratinho.

Lisboa, 2016-06-03



1/24

EP 2 480 676/PT

94 000t : P 06L
et &€  bT pi-Z gLz 12¢ £2-2
LQ.AIILA i 4 | . L i 4 4 4 id d |
\ \ \ \BR | v 1 1Y v\ v
\O-\rsateq € 8-2 0L-€ Zi-e 9L 6L€ € gZ-¢ v
118n|n
. b
PHosL L2-€ ¥ 1309 zet #1005
4 d-d N A\
\ Lt — - y V
£€-2 Wvydd  08ZINZ  6.Z4NZ ]
asepndadsuesyjiwein|3-A
9 005 P 0SZ
9f-lL BE-G E€FL GFS Ll 6B 1S zagdoy  gs-L)
:AAAAAAAAA~ i 4 A . | é d
! A L 2B} 1 Al
€6 0¥l bl Ov-L 8PS 061 25 LE3UdA ¥5-0L 1579
g Jasn Q48snp
1 062 19-8 P0
¢ M——rd {
09 aselslsaon 69 gedoy MI-Zdd
- oueuwny aA9| eioped o SNJOo
5 138ND y | e19ped 3p Y 1



EP 2 480 676/PT

2/24

¢ Old

1'€ dwy dwy vz duy dvr
— (=
opeAneul oyunes ap aAd| el1aped ap Y sndoq
I +
vz duwy dvr
T'€ dwy dwy
d¥ol _A 03N _An_xo_ TI Z 01UBWRUOIIBIIP 3P 101D\

3

_ T OJUSWEBUOIIAIIP P 1013\

| 1°€ dwy dwy der -z dwy avr
—& o — @ —————t N
10 L €0 er LA d¥0 ¢ o EA A

oyuies ap dA3| _I3pEI 3p Y SNI07



EP 2 480 676/PT

3/24

€ 9Old

T ——

opeujwi|d oyuilel dp dAI| BISPEI 3P M SN0

a10 +

AA Ojuswieuoidalip op J01oA

. omzLAn_xo; 1S

Jf OjusWeUOoIdaJIp ap JOISA

X3

AN

an ¢
oyujieJ dp AAJ| e19PEI 3P X SNI0T



EP 2 480 676/PT

4/24

T'€ dwy

Yt Old

1995-1d

'z dwy _
bXrY

po-orzy b€ e
SR Wi

dwy 'z dwy

¥O-¥1-20

OpeAlIeUl Oyullel 9P A3| BI3PEI 3p Y Sho07

\-1/21
ojuaWeUOoBIIP

ap 1019/



EP 2 480 676/PT

5/24

av old

199G-id BON In3d-|
re'gy N
¥y
1928-id ON 1n8d-|
03N
Ar-AAY
ey
1998-1d N8

Wy g 2i€
AN YAY

L g3 33

opeulW I3 Oyullel 3p dA3| BISPED 3P M SNI0

A-p(M)ZT
ojusaweuopaIp
ap 1019/

A-T(M)ZT
ojusweuonaIp
ap 10137\

At/
ojusaweuoaulp

ap 1033

A-T/2T
ojuaWeUOoBIIP

ap 10313\



EP 2 480 676/PT

6/24

Vs 9Old

1925-1d
dwy 'z dwy

L€ Zl-g LT€ OFL 56
T°€ dwy YAY NAY AY YAY AU

\-ZT+ OJUBWEUOIIAIIP 3p J0IDA

Y-9T+ O}USBWEUOIAIIP 3P JOIBA

1803-Id
<-.H\N.H 'z dwy -
03UBWEUOIIBIIP
ap 10197

T'€ dwy
opeAankeu] oyuiles 3p A eI9pELI IP Y SN0



£33 XD |20g-id 1925-1d nag-|

7/24

EP 2 480 676/PT

M3 INF L Z1-€ 22-€ O¥-L 28-S

%-ZT+ OJUSWERUOIIBIIP 3P 1039\

MN-9T+ 0JUSWERUOIIDIIP 3P J0IDA -
455 e

13 AD  (9081d N8|

a1/t
iy Y g 216 0jUSWEUOIAAIP
B AU YA op 10197
m“._ £33 3
A0

opeulwid oyuiiel 3p A3| BI9PEI 3P X SNI0T



EP 2 480 676/PT

8/24

I1SIsY 1298-1d

“ Nrﬁmg
no NPy

18ISy 1938-1d

1¥ry

SISy

o T ToHH
RAEERD

no

1SSy

ION

18a5-Id

xru

1998-1d CN

—
P

+H
&

iy

3Ny

sojudw3euy se31] ¢
ISISY @ RON w02 44331Q ‘T

ISisY ioN

Xru XA



EP 2 480 676/PT

9/24

T dwy

V. Old

L€ Ol
XYAM YAY



EP 2 480 676/PT

10/24

g2 'Old

£43 199-id HoN , 199g-1d
xgog 1 Mg AR 12 0L 256
ez
Y
£33 9S-1d  [oN 1998-1d

£33 199G-I1d 1998-Id

ag mg LETL LE ZL€ LZ°€ 01 25-S
Wy
£33 1898-1d 1998-Id
W LI
Wy pig  Wd 1eg ZI-€ 12-€ Ob-L 5
YAY YAY YAY YAY Wy



EP 2 480 676/PT

11/24

V8 'Old .

S¢

™ T

6|



EP 2 480 676/PT

12/24

g8 Ol

o0T X odeq/se|n|ad



EP 2 480 676/PT

40hVA-VxJx-4hJA

CD3

13/24

3.3

92

R

g\

gk

FIG. 9A



EP 2 480 676/PT
14/24

o L
40hVA-
VxJx-4hJA

2
WT

v ) 1 ]

CODO OO
b

W<+ MO N
~\381L.6TAI%
-
L2
} -Ez
22
>
o000 O0CO
O 00 O T NN
o
M31,6TAI%
-
<
} -i?
b
e
¥

WT

4

LI 1 ¥
o o O o
© < «

+6TAI%

FIG. 9B



EP 2 480 676/PT
15/24

A0hVA-ViJk-4hJA

A B LA

) ik B P Y Ty T

WT

T T gy

FIG. 9C



EP 2 480 676/PT

16/24

NFUP-ALAA
XAUOP 1M
: : 0
a™ -G
. 0
®
-o— |G|
)
-0¢

(,a31 o3I .6TQD)
seanpew g se|n|a)

(,0TX) 05eq/sein|2

a6 oOld

XCUV-ALAA
“YAUOY 1M

(@31 yINS3I .6TAD)
sieuojdisuel} g se|n|g)

(5-0TX) o5eq/sen|ad

NFUP-ALAA
“YAUOY 1M

siejol .6TAD 9 Sen|v)d

(,0TX) o5eq/seIn|9d



EP 2 480 676/PT

17/24

RGTE

0id 1
2 ) A Leol |2 es'o[ f

XCUPIPXAA-XAUOY 1M

INE

6100



EP 2 480 676/PT

18/24

a0l 9Old

FUP-AIA NFUp-Irip

“YAUOY 1M “YAYOP IM

: . oL & L . 0
c

¢ 3 | e IS

- CAE: ww _°®
— |y, 0t
ny @ w ® -Gl
gz - -0¢

(anp.svyad.e1ad) (.ap0,£7ad.6TAD)

g-94d sen|9d

g-04d se|nj3)

(,-0TX) Jnwiay/sen|3d



EP 2 480 676/PT

40hVA-VxJx-4hJA

19/24

Imaturas

Maduras

Imaturas

Maduras

B220

FIG. 10C



EP 2 480 676/PT

20/24

NPUP-IALAA
“XAUOY 1M

(.31 ,02zq)
seinpew g se|n|9)

DTON— O

aol old

PUP-ILIA
“YAUOY 1M

8. . : 0
=

& m -C
o} - ®

.m, —a— [V
= e |9
o

X g

(.3 ,,0229)
seanjeuwl g se|n|a)

(s-0TX) Jnwdy/sen|9d



EP 2 480 676/PT

21/24

NCUP-ArAA-YAYOY

1M

301 OlI4

seinpen

seJnjew|



EP 2 480 676/PT

22/24

4 I §8 A L 4 ¥ Y a Vv
YIOYIILIDIVILIDDD
LY IDLELOLOVYIIVIDLIDIVOLIDDD
RILVLILOVYIITIILIDLEDLODID
YLOLOYYOOVOILIDLVOLIDID
JLLOLYODLVLOLIOVYIOVIDLIDLYDLOODDD
JLLOLYIDLVLOLOVYIOVIOLIDLYOLIODDD
ILLILYIDLYLDLIOVYIIVIDLODLYDLODOD
JLLILYODLYLDLIVYOOVIOLOILYDLIDDD
JLLILYIDLYLOLDYYIOVIDLIDLYDLIDOD
JLLILYODLWLOLIYYIOVIDLIDLVDLIDOD

QLLOLYIDLVLDLIVYIDVIDLIDLYDIIDDD

- OLLOLYDIELYIDLOVY DDVIDLIOLYOLIDDD

OLLILYIDILVLOLIOYYIOVIDLIOLYDIODDD
JLLILYOILVIDLOVYIOVIDLIDLYDLIDDD
OLLILYDIINLDLOVYIOVIDOLIDLYOLIDDD
OLLILYDIDLYLILOVYIIVIOLIDLYILIDOD
QLLILYODLYVLILOVE DIV IOLIDLYDLIDDD
QLLILYODLNLILIVYIOVIDLIDINDLODDD

Ll Oid

D T A 3 A X L D &L D 4

96LI05DIIYIIOOVYIOVIIDLIVYIODLLILOLYL
DYLIOIDIOVILOOYYIIVIIDLIVYDD LI ILIIVL
HYLIIIDIIVILIDVYIOVODDILIVYOODLIILOIVL
DVLIDIDDOVILIOVYIIVIOOLIVYDIDILIIOIVL
DYIIDLOIOYILOOVYIIVOODLOVYDDOLIIIOLVL
OYLIILODOYIIOOVYIIVIODLIOVYOOILILILOIVL
OYLODLOIOYIIIDYYIIVDIDLOVYODDLIOIOIYD
DYLIIIOIIVILIDYYIIVOODLIVYIONILLIIOIVL
OYIDIIODIVILIOVYIIVIODLIVYDDILLIIIIOb
SYLIDLODIIVILOOYYIIVIIDLIOVYDDILLIIOIVL
SYILDIIDIIYILODOVYIIVIODDLIOVYIDOLILIIOLE

HYLODIIIIVILOOVYIDVIDILIOVYIIILLIIDINY

SVIDDLOIOVILIDVYIOVIIDLIVYDIDILIOIOIY

OYLIDIOI0YILOOVYIIYONDLIVYIIILLILO

DY LOIIOIIYIILIOVYIIVOIDLIVYIOILLILOIY

OYLIDIOIIVILODVYIIVOIILOVYDDILLOLOIY

DYLIDIDIIYILIDVYIIVOOILIOVYIOILLILOLY

HYLIODIODIVILODOYYIIVIODLIOVYDOILIILOOY

LO¥IDYIOY
LIVOOVIOY
LI9L99I99
LDDDOYIIY
LOYIOVIOV
LIDLODIOY
LYVIODIOY
LODLYYILD

boo1ovOL

LDDIONVOL

LLIDOLIYED
LLIYVOWYYID

LLYYOVYDH

LYYDIYVOD
LILYYOVVID
LLYVYOVYOD
LLYVYOYYOD
LLYYOVYOD

oyunes ap ¥ ,§

ouewny T\r

ouewny YA €

121 1

Eve
8v¥L
IVII
0101
616G

£ydae
0Z~-1

z1d
80
L
X
Lo
94
9d
9v



EP 2 480 676/PT

23/24

I S A L 4 ¥ ¥ d v

QLYOIIYLOLOVYIOYIDIIOLYDLIDOD
ILYIDLYLOLIVYODYOOLIOLYILIDDD

¢l Old

D T A & T X & 5 95 D 4
DVLIDDDDIOYDLIDYIDIYIDIVIOVOIILIOLOLD LILIDLLIOVYYIOVO
OYILIOLOIIVILIDVYIDVIOIVIDIONILIVID BO0LIDIODIOYIYLIOLD

QLYIDLYLDLOVYDIYDILIDLYOLINDD DYLIDIDIIVILIOVEIIVIOOYHDIONDDIIOIOOD JLODIDOLODIYIOVLD

JLYDILYIOLIVYIIYIOLIDLVOLINOD DYLOILOIIYOLIOYYIDYDDIVDDIDDILIVIOOLD LODIOYODYD
OLY¥DDLYIOLIVYIOVIOLIOLYOLINDD DYLIDLOIOYILIOYYIOYDOOLIVYOOILIILOIY LIDDLOVOLIDOYD
DIN¥ODLYIOLOVYIOVIDLIDIVILIODD SYLIILODIVYOLIONVIONIIOVIDINOILIOLOD HYLYOIVYLIODOIOVOOTD
DIYIDLVEDLIVYIOVIDLIDIVOLIDDD HILIDIDIINOLIOVOIOVIOYIOVIDILIOLOLID IVYIOOIOVIOND
JIVIDIVLOLIVYIOVODLIDLYOLIDDD HILOIIDIIVILIDVOIIVIDOVOOYIOILIOIOL D9LIYDOYIIVD
DILYODLYIOLIVYIOVIDLODLYOLINDD DVIDILOIOYOIIOVYIIVIOOYDOIDDILIOINOD OIL9DLOVYOLIOOYD
. OLYIIIVIOLIVYIDYIDLIDLYOLIDDD HILIIIDIIYOIIOYIIIVIDNOVOIYD0ILIOIOLID I99IVYOLODOYD
OLYODIVIOLOVYIDYIDLIDOIYOLINDS HYIIOLOOIYIIONYVIIVIDNDLIVYDDILLIIDLY LLODLOYDLODOVD
OLYOOLYLIOLIVYIOVODLIDIVOLIDDD HOLIDODDIYDLIDDIDIINIDDVOOVDOOLLOIOL DLIDDIHYDIDIOYD
oyunes ap ) S ouewny \r ouewny YA g



EP 2 480 676/PT

24/24

€l Old

T L 4 &L § ¥ 4 & T A I A X I 9 I 9 4 Famd
OLILIOVIDOLIVIOILOVYIODIVILD DWIODLOOIYILOIVYIIVIOILIVYOOILIOLD 2DDLOYDOOVIOVIVD STEE
JLILIYIIDILIVIDLOVYDOIDVILD DYLIDLODIDEILOINYIIVODILOVYDDILIOIOIVI IVOIVVIOOLOVIOVOVD 642
ALILITIVDLIVODLOVYIOOOVDLD DHYLIDIOIDVILIOVYDOYOODLOVYDIDDLLIOLOR BLLLYYOVYODVYIOOWDD 142

oyuneisp ¢\ .S ouewny T\ ouewny YA ,£



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS
	DRAWINGS

