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DESCRIPCIÓN

Animales transgénicos no humanos capaces de producir anticuerpos heterólogos.

Campo técnico

La invención se refiere a animales transgénicos no humanos capaces de producir anticuerpos heterólogos, a trans-
genes usados para producir dichos animales transgénicos, a transgenes capaces de reorganizar funcionalmente un gen
D heterólogo en recombinación V-D-J, a células B inmortalizadas capaces de producir anticuerpos heterólogos, a mé-
todos y transgenes para producir anticuerpos heterólogos de múltiples isotipos, a métodos y transgenes para producir
anticuerpos heterólogos en los que una secuencia de región variable comprende una mutación somática en compara-
ción con secuencias de región variable reorganizadas de la línea germinal, a animales transgénicos no humanos que
producen anticuerpos que tienen una secuencia primaria humana y que se unen a antígenos humanos, a hibridomas
generados a partir de células B de dichos animales transgénicos y a anticuerpos monoclonales expresados por dichos
hibridomas.

Antecedentes de la invención

Uno de los impedimentos principales de cara al desarrollo de aplicaciones terapéuticas y de diagnóstico in vivo
para anticuerpos monoclonales en seres humanos es la inmunogenicidad intrínseca de inmunoglobulinas no humanas.
Por ejemplo, cuando se administran dosis terapéuticas de anticuerpos monoclonales de roedor a pacientes humanos
inmunocompetentes, los pacientes producen anticuerpos contra las secuencias de inmunoglobulina de roedor; estos an-
ticuerpos anti-ratón humanos (HAMA) neutralizan los anticuerpos terapéuticos y pueden causar una toxicidad aguda.
Por lo tanto, es deseable producir inmunoglobulinas humanas que sean reactivas con antígenos humanos específi-
cos que sean dianas terapéuticas y/o de diagnóstico prometedoras. Sin embargo, la producción de inmunoglobulinas
humanas que se unen específicamente con antígenos humanos es problemática.

La presente tecnología para generar anticuerpos monoclonales implica pre-exponer o sensibilizar a un animal
(habitualmente una rata o ratón) con antígeno, recoger células B de ese animal y generar una biblioteca de clones de
hibridoma. Mediante la exploración en una población de hibridoma de la especificidad de unión a antígeno (idiotipo) y
también la exploración de clase de inmunoglobulina (isotipo), es posible seleccionar clones de hibridoma que secreten
el anticuerpo deseado.

Sin embargo, cuando los presentes métodos para generar anticuerpos monoclonales se aplican con el fin de generar
anticuerpos humanos que tengan especificidades de unión por antígenos humanos, la obtención de linfocitos B que
produzcan inmunoglobulinas humanas es un obstáculo serio, puesto que típicamente los seres humanos no generarán
respuestas inmunes contra antígenos propios.

Por lo tanto, los presentes métodos de generación de anticuerpos monoclonales humanos que son específicamente
reactivos con antígenos humanos son claramente insuficientes. Es evidente que las mismas limitaciones en la genera-
ción de anticuerpos monoclonales contra autoantígenos auténticos son aplicables cuando se usan especies no humanas
como fuente de células B para generar el hibridoma.

La construcción de animales transgénicos que alberguen un transgén de inmunoglobulina heterólogo funcional
es un método por el que pueden producirse anticuerpos reactivos con autoantígenos. Sin embargo, para obtener la
expresión de anticuerpos terapéuticamente útiles o clones de hibridoma que produzcan dichos anticuerpos, el animal
transgénico debe producir células B transgénicas que sean capaces de madurar a través de la ruta de desarrollo de
linfocitos B. Dicha maduración requiere la presencia de IgM de superficie en las células B transgénicas, sin embargo
se desean isotipos distintos de IgM para usos terapéuticos. Por lo tanto, existe la necesidad de transgenes y animales
que alberguen dichos transgenes que sean capaces de experimentar una reorganización V-D-J funcional para generar
una diversidad de recombinación y una diversidad de unión. Además, dichos transgenes y animales transgénicos
incluyen preferiblemente secuencias que actúan en cis que facilitan el cambio de isotipo de un primer isotipo que es
necesario para la maduración de células B a un isotipo posterior que tiene una utilidad terapéutica superior.

Varios experimentos han notificado el uso de líneas celulares transfectadas para determinar las secuencias de ADN
específicas necesarias para la reorganización de genes de Ig (revisado por Lewis y Gellert (1989), Cell, 59, 585-
588). Dichos informes han identificado secuencias supuestas y concluido que la accesibilidad de estas secuencias a las
enzimas recombinasas usadas para la reorganización está modulada por la transcripción (Yancopoulos y Alt (1985),
Cell, 40, 271-281). Las secuencias para la unión de V(D)J son, según se informa, un heptámero casi palindrómico
altamente conservado y un nanómero rico en AT peor conservado separados por un espaciador de 12 ó 23 pb (Tonegawa
(1983), Nature, 302, 575-581; Hesse, et al. (1989), Genes in Dev., 3, 1053-1061). Según se informa, la recombinación
eficaz se produce sólo entre sitios que contienen secuencias señal de recombinación con regiones espaciadoras de
longitud diferente.

La reorganización de genes de Ig, aunque se ha estudiado en células de cultivo de tejidos, no se ha examinado
exhaustivamente en ratones transgénicos. Sólo se han publicado un puñado de informes que describen construcciones
de ensayo de reorganización introducidas en ratones [Buchini, et al. (1987), Nature, 326, 409-411 (transgén λ de
pollo sin reorganizar); Goodhart, et al. (1987), Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 84, 4229-4233) (gen κ de conejo sin
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reorganizar); y Bruggemann, et al. (1989), Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 86, 6709-6713 (cadena pesada humana-de
ratón híbrida)]. Los resultados de dichos experimentos, sin embargo, han sido variables en algunos casos, produciendo
una reorganización incompleta o mínima del transgén.

Además se ejerce una diversidad de funciones biológicas de moléculas de anticuerpo por la porción Fc de mo-
léculas, tales como la interacción con mastocitos o basófilos por medio de Fcε, y además es deseable la unión del
complemento por Fcµ o Fcγ para generar una diversidad funcional de anticuerpos de una especificidad dada por
variación de isotipo.

Aunque se han generado animales transgénicos que incorporan transgenes que codifican una o más cadenas de un
anticuerpo heterólogo, no ha habido informes de transgenes heterólogos que experimenten un cambio de isotipo con
éxito. Los animales transgénicos que no pueden realizar un cambio de isotipo están limitados a producir anticuerpos
heterólogos de un solo isotipo y, más específicamente, están limitados a producir un isotipo que es esencial para la
maduración de células B, tal como IgM y posiblemente IgD, que pueden ser de una utilidad terapéutica limitada. Por
lo tanto, existe la necesidad de transgenes de inmunoglobulina heterólogos y animales transgénicos que sean capaces
de cambiar de un isotipo necesario para el desarrollo de células B a un isotipo que tenga una característica deseada
para uso terapéutico.

Basándose en lo anterior, está claro que existe la necesidad de métodos para producir eficazmente anticuerpos
heterólogos, por ejemplo anticuerpos codificados por secuencias genéticas de una primera especie que se producen
en una segunda especie. Más particularmente, existe la necesidad en la técnica de transgenes de inmunoglobulina
heterólogos y animales transgénicos que sean capaces de experimentar una reorganización de genes V-D-J funcional
que incorpore toda o una porción de un segmento génico D que contribuya a la diversidad de recombinación. Además,
existe la necesidad en la técnica de transgenes y animales transgénicos que puedan soportar la recombinación V-D-J y
el cambio de isotipo de modo que (1) pueda producirse el desarrollo de células B funcionales y (2) puedan producirse
anticuerpos heterólogos terapéuticamente útiles. También existe la necesidad de una fuente de células B que pueda
usarse para generar hibridomas que produzcan anticuerpos monoclonales para uso terapéutico o de diagnóstico en la
especie particular para la que se diseñan. Un transgén de inmunoglobulina heterólogo capaz de una recombinación V-
D-J funcional y/o capaz de un cambio de isotipo podría satisfacer estas necesidades.

De acuerdo con el objeto anterior, se proporcionan animales transgénicos no humanos que son capaces de producir
un anticuerpo heterólogo, tal como un anticuerpo humano.

Además, un objeto es proporcionar células B a partir de dichos animales transgénicos que sean capaces de expresar
anticuerpos heterólogos, donde dichas células B están inmortalizadas para proporcionar una fuente de anticuerpo
monoclonal específico para un antígeno particular.

De acuerdo con este objeto anterior, un objeto adicional de la invención es proporcionar células de hibridoma que
sean capaces de producir dichos anticuerpos monoclonales heterólogos.

Además, un objeto de la presente memoria es proporcionar transgenes de cadena ligera y pesada de inmuno-
globulina reorganizados y no reorganizados heterólogos, útiles para producir los animales transgénicos no humanos
mencionados anteriormente.

Además, un objeto de la presente memoria es proporcionar métodos para interrumpir loci de inmunoglobulina
endógenos en los animales transgénicos.

Además, un objeto de la presente memoria es proporcionar métodos para inducir la producción de anticuerpos
heterólogos en el animal transgénico no humano mencionado anteriormente.

Un objeto adicional de la invención es proporcionar métodos para generar un repertorio de segmentos de genes de
región variable de inmunoglobulina que se usa para construir uno o más transgenes de la invención.

Las referencias analizadas en el presente documento se proporcionan únicamente para su descripción antes de la
fecha de presentación de la presente solicitud. Nada de la presente memoria debe interpretarse como una admisión de
que los inventores no tienen derecho a antedatar dicha descripción en virtud de una invención anterior.

El documento WO 94/25585 describe, entre otras cosas, una cepa de ratones transgénicos en la que están inacti-
vados los loci de cadena pesada endógenos y los loci de cadena ligera kappa. Los ratones comprenden además loci
de cadena pesada humana y ligera kappa, incluyendo 4 segmentos génicos Vκ. El documento WO 94/25585 también
describe anticuerpos de secuencia humana dirigidos contra antígenos humanos que pueden obtenerse a partir de dichos
ratones transgénicos.

Descripción resumida de la invención

Se proporcionan animales transgénicos no humanos que son capaces de producir un anticuerpo heterólogo, tal
como un anticuerpo humano. Dichos anticuerpos heterólogos pueden ser de diversos isotipos, incluyendo: IgG1, IgG2,
IgG3, IgG4, IgM, IgA1, IgA2, IgAsec, IgD o IgE. Para que dichos animales transgénicos no humanos generen una
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respuesta inmune, es necesario que las células B transgénicas y células pre-B produzcan inmunoglobulina unida a
superficie, particularmente del isotipo IgM (o posiblemente IgD) para efectuar desarrollo de células B y maduración
estimulada por antígeno. Dicha expresión de inmunoglobulina unida a superficie IgM (o IgD) sólo es necesaria durante
la fase de maduración estimulada por antígeno del desarrollo de células B, y las células B maduras pueden producir
otros isotipos, aunque sólo puede producirse un solo isotipo cambiado cada vez.

Típicamente, una célula del linaje de células B producirá sólo un único isotipo cada vez, aunque un corte y empalme
de ARN alternativo cis o trans, tal como el que se produce de forma natural con las formas µs (µ secretada) y µM (µ
unida a membrana) y las cadenas de inmunoglobulina µ y δ, puede conducir a la expresión contemporánea de múltiples
isotipos por una sola célula. Por lo tanto, para producir anticuerpos heterólogos de múltiples isotipos, específicamente
los isotipos IgG, IgA e IgE terapéuticamente útiles, es necesario que se produzca cambio de isotipo. Dicho cambio de
isotipo puede ser el cambio de clase clásico o puede ser el resultado de uno o más mecanismos de cambio de isotipo
no clásicos.

La invención proporciona transgenes de inmunoglobulina heterólogos y animales transgénicos no humanos que
albergan dichos transgenes, donde el animal transgénico es capaz de producir anticuerpos heterólogos de múltiples
isotipos experimentando cambio de isotipo. El cambio de isotipo clásico se produce por acontecimientos de recombi-
nación que implican al menos una región de secuencia de cambio en el transgén. El cambio de isotipo no clásico puede
producirse, por ejemplo, por recombinación homóloga entre secuencias σµ humanas y Σµ humanas (deleción asociada
con δ). Pueden producirse mecanismos de cambio no clásicos alternativos, tales como recombinación intertransgénica
y/o intercromosómica, entre otras, y efectuarse el cambio de isotipo. Dichos transgenes y animales transgénicos no
humanos producen un primer isotipo de inmunoglobulina que es necesario para la maduración de células B estimu-
lada por antígeno y puede cambiar para codificar y producir uno o más isotipos heterólogos posteriores que tengan
utilidad terapéutica y/o de diagnóstico. Por lo tanto, los animales transgénicos no humanos de la invención son capa-
ces de producir, en una realización, anticuerpos IgG, IgA y/o IgE que están codificados por secuencias genéticas de
inmunoglobulina humana y que también se unen a antígenos humanos específicos con gran afinidad.

La invención también incluye células B de dichos animales transgénicos que son capaces de expresar anticuerpos
heterólogos de diversos isotipos, donde dichas células B están inmortalizadas para proporcionar una fuente de un
anticuerpo monoclonal específico para un antígeno particular. Las células de hibridoma que proceden de dichas células
B pueden servir como fuente de dichos anticuerpos monoclonales heterólogos.

La invención proporciona transgenes de cadena ligera y pesada de inmunoglobulina reorganizados y sin reorganizar
heterólogos capaces de experimentar cambio de isotipo in vivo en los animales transgénicos no humanos mencionados
anteriormente o en linfocitos explantados del linaje de células B de dichos animales transgénicos. Dicho cambio
de isotipo puede suceder espontáneamente o inducirse por tratamiento del animal transgénico o linfocitos del linaje
B explantados con agentes que promuevan el cambio de isotipo, tales como linfocinas derivadas de células T (por
ejemplo, IL-4 e IFNγ).

Además, la invención incluye métodos para inducir la producción de anticuerpos heterólogos en el animal trans-
génico no humano mencionado anteriormente, en los que dichos anticuerpos pueden ser de diversos isotipos. Estos
métodos incluyen producir una respuesta inmune estimulada por antígeno en un animal transgénico no humano para
la generación de anticuerpos heterólogos, particularmente anticuerpos heterólogos de un isotipo cambiado (es decir,
IgG, IgA e IgE).

Esta invención proporciona métodos por los que el transgén contiene secuencias que efectúan el cambio de iso-
tipo, de modo que las inmunoglobulinas heterólogas producidas en el animal transgénico y los clones del anticuerpo
monoclonal derivados de las células B de dicho animal pueden ser de diversos isotipos.

Esta invención proporciona además métodos que facilitan el cambio de isotipo del transgén, de modo que el cambio
entre isotipos particulares puede suceder a frecuencias mucho mayores o menores o en órdenes temporales diferentes
de como sucede típicamente en loci de inmunoglobulina de la línea germinal. Las regiones de cambio pueden injertarse
desde diversos genes CH y ligarse a otros genes CH en una construcción de transgén; dichas secuencias de cambio
insertadas típicamente funcionarán independientemente del gen CH asociado de modo que el cambio en la construcción
transgénica será típicamente una función del origen de las regiones de cambio asociadas. Como alternativa, o en
combinación con secuencias de cambio, pueden unirse secuencias de deleción asociadas a δ con diversos genes CH
para efectuar un cambio no clásico por deleción de secuencias entre dos secuencias de deleción asociadas a δ. Por lo
tanto, un transgén puede construirse de modo que un gen CH particular se una a una secuencia de cambio diferente y de
este modo se cambie más frecuentemente de lo que sucede cuando se usa la región de cambio naturalmente asociada.

Esta invención también proporciona métodos para determinar si el cambio de isotipo de secuencias transgénicas se
ha producido en un animal transgénico que contiene un transgén de inmunoglobulina.

La invención proporciona construcciones transgénicas de inmunoglobulina y métodos para producir construcciones
transgénicas de inmunoglobulina, de las que algunas contienen un subconjunto de secuencias de loci de inmunoglo-
bulina de la línea germinal (que puede incluir deleciones). La invención incluye un método específico para facilitar
la clonación y construcción de transgenes de inmunoglobulina, que implica un vector que emplea sitios de restric-
ción XhoI y SalI únicos flanqueados por dos sitios NotI únicos. Este método aprovecha los extremos terminales
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complementarios de los sitios de restricción XhoI y SalI y es útil para generar construcciones de gran tamaño por
concatemerización ordenada de fragmentos de restricción en un vector.

Los transgenes de la invención incluyen un transgén de cadena pesada que comprende un ADN que codifica al
menos un segmento génico variable, un segmento génico de diversidad, un segmento génico de unión y un segmento
génico de región constante. El transgén de cadena ligera de inmunoglobulina comprende ADN que codifica al menos
un segmento génico variable, un segmento génico de unión y un segmento génico de región constante. Los segmentos
génicos que codifican los segmentos génicos de cadena ligera y pesada son heterólogos para el animal transgénico no
humano en el sentido de que proceden de, o corresponden al ADN que codifica segmentos génicos de cadena ligera y
pesada de inmunoglobulina de una especie que no concuerda con el animal transgénico no humano. En un aspecto de la
invención, el transgén se construye de modo que los segmentos génicos individuales no están reorganizados, es decir,
no están reorganizados de modo que codifiquen una cadena pesada o ligera de inmunoglobulina funcional. Dichos
transgenes no reorganizados permiten la recombinación de los segmentos génicos (reorganización funcional) y la
expresión de las cadenas ligera y/o pesada de inmunoglobulina reorganizada resultantes dentro del animal transgénico
no humano cuando dicho animal se expone a un antígeno.

En un aspecto de la invención, los transgenes de inmunoglobulina de cadena ligera y pesada heterólogos compren-
den fragmentos relativamente grandes de ADN heterólogos sin reorganizar. Dichos fragmentos comprenden típica-
mente una porción sustancial de los segmentos C, J (y en el caso de la cadena pesada, D) de un locus de inmunoglo-
bulina heterólogo. Además, dichos fragmentos comprenden también una porción sustancial de los segmentos génicos
variables.

En una realización, dichas construcciones de transgén comprenden secuencias reguladoras, por ejemplo, promoto-
res, potenciadores, regiones de cambio de clase, señales de recombinación y similares, que corresponden a secuencias
derivadas del ADN heterólogo. Como alternativa, dichas secuencias reguladoras pueden incorporarse en el transgén
procedente de la misma especie o una especie relacionada del animal no humano usado en la invención. Por ejemplo,
pueden combinarse segmentos génicos de inmunoglobulina humana en un transgén con una secuencia potenciadora
de inmunoglobulina de roedor para su uso en un ratón transgénico.

En un método de la invención, se pone en contacto un animal transgénico no humano que contiene transgenes
de inmunoglobulina de cadena pesada y ligera no reorganizados de la línea germinal - que experimentan unión VJC
durante la diferenciación de células D - con un antígeno para inducir la producción de un anticuerpo heterólogo en
una célula B de repertorio secundario.

También se incluyen en la invención vectores y métodos para interrumpir los loci de inmunoglobulina endógenos
en el animal no humano que van a usar en la invención. Dichos vectores y métodos utilizan un transgén, preferible-
mente un vector de selección positiva-negativa, que se construye de modo que dirige la interrupción funcional de una
clase de segmentos génicos que codifican una cadena de inmunoglobulina pesada y/o ligera endógena para el animal
no humano usado en la invención. Dichos segmentos génicos endógenos incluyen segmentos génicos de región de
diversidad, de región de unión y de región constante. En este aspecto de la invención, el vector de selección positiva-
negativa se pone en contacto con al menos una célula madre embrionaria de un animal no humano, después de lo cual
se seleccionan las células en las que se ha integrado el vector de selección positiva-negativa en el genoma del animal
no humano por medio de recombinación homóloga. Después del trasplante, el animal no humano transgénico resul-
tante es sustancialmente incapaz de montar una respuesta inmune mediada por inmunoglobulina como resultado de
la integración homóloga del vector en ADN cromosómico. Dichos animales no humanos inmunodeficiencias pueden
usarse después de eso para el estudio de deficiencias inmunes o usarse como el receptor de transgenes de cadena ligera
y pesada de inmunoglobulina heterólogos.

La invención también proporciona vectores, métodos y composiciones útiles para suprimir la expresión de una o
más especies de cadena(s) de inmunoglobulina sin interrumpir un locus de inmunoglobulina endógeno. Dichos méto-
dos son útiles para suprimir la expresión de una o más cadenas de inmunoglobulina endógenas al tiempo que permiten
la expresión de una o más cadenas de inmunoglobulina codificadas por transgén. A diferencia de la interrupción genéti-
ca de un locus de cadena de inmunoglobulina endógeno, la supresión de la expresión de la cadena de inmunoglobulina
no requiere la reproducción que requiere mucho tiempo que es necesaria para establecer animales transgénicos ho-
mocigotos para un locus de Ig endógeno interrumpido. Una ventaja adicional de la supresión en comparación con la
interrupción génica de Ig endógena es que, en ciertas realizaciones, la supresión de cadena es reversible dentro de
un animal individual. Por ejemplo, puede conseguirse supresión de cadena de Ig con: (1) transgenes que codifican
y expresan ARN antisentido que hibrida específicamente con una secuencia génica de cadena de Ig endógena, (2)
oligonucleótidos antisentido que hibridan específicamente con una secuencia génica de cadena de Ig endógena y (3)
inmunoglobulinas que se unen específicamente a un polipéptido de cadena de Ig endógena.

La invención proporciona animales transgénicos no humanos que comprenden: un par homocigoto de alelos de
cadena pesada endógenos funcionalmente interrumpidos, un par homocigoto de alelos de cadena ligera endógenos
funcionalmente interrumpidos, al menos una copia de un transgén de cadena pesada de inmunoglobulina heterólogo y
al menos una copia de un transgén de cadena pesada de inmunoglobulina heterólogo, donde dicho animal genera una
respuesta de anticuerpos después de la inmunización con un antígeno, tal como un antígeno humano (por ejemplo,
CD4). La invención también proporciona dicho animal transgénico no humano en el que dicho alelo de cadena pesada
endógeno funcionalmente interrumpido es un knockout de recombinación homóloga de la región JH, dicho alelo de
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cadena ligera endógeno funcionalmente interrumpido es un knockout de recombinación homóloga de región Jκ, dicho
transgén de cadena pesada de inmunoglobulina heterólogo es el transgén de minigen humano HCI o HC2, dicho
transgén de cadena ligera heterólogo es el transgén κ humano KC2 o KCIe y donde dicho antígeno es un antígeno
humano.

La invención también proporciona diversas realizaciones para la supresión, eliminación y/o interrupción funcional
de loci de inmunoglobulina no humana endógenos.

La invención también proporciona ratones transgénicos que expresan tanto cadenas pesadas de secuencia humana
como cadenas pesadas quiméricas que comprenden una región variable de cadena pesada de secuencia humana y una
región constante de cadena pesada de secuencia murina. Dichas cadenas pesadas quiméricas se producen generalmente
por cambio en trans entre un transgén humano funcionalmente reorganizado y una región constante de cadena pesada
murina endógena (por ejemplo, γ1, γ2a, γ2b, γ3). Se forman anticuerpos que comprenden dichas cadenas pesadas
quiméricas, típicamente en combinación con una cadena ligera de secuencia humana codificada por un transgén o una
cadena ligera murina endógena, en respuesta a la inmunización con un antígeno predeterminado. El ratón transgénico
de estas realizaciones puede comprender células B que producen (expresan) una cadena pesada de secuencia humana
en un primer punto temporal y que producen un cambio en trans para producir (expresar) una cadena pesada quimérica
compuesta por una región variable humana y una región constante murina (por ejemplo, γ1, γ2a, γ2b, γ3) en un se-
gundo punto temporal (posterior); dicha secuencia humana y cadenas pesadas quiméricas se incorporan en anticuerpos
funcionales con cadenas ligeras; dichos anticuerpos están presentes en el suero de dichos ratones transgénicos. Por lo
tanto, repitiendo: los ratones transgénicos de estas realizaciones pueden comprender células B que expresan una ca-
dena pesada de secuencia humana y posteriormente cambian (por cambio en trans o cambio en cis) para expresar una
cadena pesada quimérica o con cambio de isotipo compuesta por una región variable humana y una región constante
alternativa (por ejemplo, γ1, γ2a, γ2b, γ3 murina; γ, α, ε humana); dicha secuencia humana y cadenas pesadas qui-
méricas o con cambio de isotipo se incorporan en anticuerpos funcionales con cadenas ligeras (humanas o de ratón);
dichos anticuerpos están presentes en el suero de dicho ratón transgénico.

La invención también proporciona un método para generar un transgén de gran tamaño, comprendiendo dicho
método:

introducir en una célula de mamífero al menos tres especies polinucleotídicas; teniendo una primera especie
polinucleotídica una región recombinogénica de identidad de secuencia compartida con una segunda especie
polinucleotídica, teniendo una segunda especie polinucleotídica una región recombinogénica de identidad de
secuencia compartida con una primera especie polinucleotídica y una región recombinogénica de identidad de
secuencia compartida con una tercera especie polinucleotídica, y teniendo una tercera especie polinucleotídica
una región recombinogénica de identidad de secuencia compartida con dicha segunda especie polinucleotídica.

Las regiones recombinogénicas son regiones de identidad de secuencia sustancial suficiente para generar recom-
binación homóloga in vivo en una célula de mamífero (por ejemplo, célula ES) y preferiblemente también en células
eucariotas que no sean de mamífero (por ejemplo, células de Saccharaomyces y otras levaduras o células fúngicas).
Típicamente, las regiones recombinogénicas tienen al menos de 50 a 100.000 nucleótidos de longitud o más, preferi-
blemente de 500 nucleótidos a 10.000 nucleótidos de longitud y con frecuencia tienen un porcentaje de identidad del
80-100 por ciento, frecuentemente un porcentaje de identidad del 95-100 por ciento, a menudo isogénico.

Las referencias analizadas en la presente memoria se proporcionan únicamente para su descripción antes de la
fecha de presentación de la presente solicitud. Nada de la presente memoria debe interpretarse como una admisión de
que los inventores no tienen derecho a antedatar dicha descripción en virtud de una invención anterior.

Breve descripción de las figuras

La Figura 1 representa las regiones determinantes de complementariedad CDR1, CDR2 y CDR3 y regiones flan-
queantes FR1, FR2, FR3 y FR4 en ADN genómico no reorganizado y ARNm expresado a partir de un gen de cadena
pesada de inmunoglobulina reorganizado,

la Figura 2 representa el locus de la cadena λ humana,

la Figura 3 representa el locus de la cadena κ humana,

la Figura 4 representa el locus de la cadena pesada humana,

la Figura 5 representa una construcción transgénica que contiene un gen de IgM reorganizado ligado a un fragmento
de 25 kb que contiene las regiones constantes γ3 y γ1 humanas seguidas de un fragmento de 700 pb que contiene la
secuencia de potenciador 3’ de cadena de rata.

La Figura 6 es un mapa de restricción del locus de la cadena κ humana que representa los fragmentos que se usarán
para formar un transgén de cadena ligera por medio de recombinación homóloga in vivo.

La Figura 7 representa la construcción de pGP1.
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La Figura 8 representa la construcción del poliengarce contenido en pGP1.

La Figura 9 representa los fragmentos usados para construir un transgén de cadena pesada humana de la invención.

La Figura 10 representa la construcción de pHIG1 y pCON1.

La Figura 11 representa los fragmentos de Cγ1 humana que se insertan en pRE3 (potenciador de rata 3’) para
formar pREG2.

La Figura 12 representa la construcción de pHIG3’ y PCON.

La Figura 13 representa el fragmento que contiene segmentos de la región D humana usados en la construcción de
los transgenes de la invención.

La Figura 14 representa la construcción de pHIG2 (plásmido que contiene segmento D).

La Figura 15 representa los fragmentos que incluyen los segmentos génicos Jκ y Cκ humanos usados en la cons-
trucción de un transgén de la invención.

La Figura 16 representa la estructura de pEµ.

La Figura 17 representa la construcción de pKapH.

Las Figuras 18A a 18D representan la construcción de un vector de selección positiva-negativa para interrumpir
funcionalmente el locus de inmunoglobulina de cadena pesada endógeno de ratón.

Las Figuras 19A a 19C representan la construcción de un vector de selección positiva-negativa para interrumpir
funcionalmente los loci de cadena ligera de inmunoglobulina endógenos de ratón.

Las Figuras 20A a 20E representan la estructura de un vector de dirección de cadena ligera kappa.

Las Figuras 21A a 20F representan la estructura de un vector de dirección de cadena pesada de ratón.

La Figura 22 representa el mapa del vector pGPe.

La Figura 23 representa la estructura del vector pJM2.

La Figura 24 representa la estructura del vector pCOR1.

La Figura 25 representa las construcciones transgénicas para pIGM1, pHC1 y pHC2.

La Figura 26 representa la estructura de pγe2.

La Figura 27 representa la estructura de pVGE1.

La Figura 28 representa los resultados de ensayo de la expresión de Ig humana en un ratón transgénico pHCI.

La Figura 29 representa la estructura de pJCK1.

La Figura 30 representa la construcción de una región variable de cadena pesada sintética.

La Figura 31 es una representación esquemática de las construcciones de minilocus de cadena pesada pIGM1,
pHC1 y pHC2.

La Figura 32 es una representación esquemática de la construcción de minilocus de cadena pesada pIGG1 y la
construcción de minilocus de cadena ligera κ pKCI, pKVe1 y pKC2.

La Figura 33 representa un esquema para reconstruir genes de cadena ligera funcionalmente reorganizados.

La Figura 34 representa resultados de ELISA en suero.

La Figura 35 representa los resultados de un ensayo ELISA en suero de 8 ratones transgénicos.

La Figura 36 es una representación esquemática del plásmido pBCE1.

Las Figuras 37A-37C representan la respuesta inmune de ratones transgénicos de la presente memoria contra KLH-
DNP, por medición de los niveles de IgG e IgM específicos para KLH-DNP (37A), KLH (37B) y BSA-DNP (37C).
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La Figura 38 muestra datos de un ELISA que demuestran la presencia de anticuerpos que se unen a antígeno carci-
noembrionario humano (CEA) y comprenden cadenas µ humanas; cada panel muestra diluciones seriadas recíprocas
de muestras de suero combinadas obtenidas de ratones el día indicado después de la inmunización.

La Figura 39 muestra datos de un ELISA que demuestran la presencia de anticuerpos que se unen a antígeno carci-
noembrionario humano (CEA) y comprenden cadenas γ humanas; cada panel muestra diluciones seriadas recíprocas
de muestras de suero combinadas obtenidas de ratones el día indicado después de la inmunización.

La Figura 40 muestra secuencias de región variable alineadas de 23 ADNc seleccionados aleatoriamente (nucleó-
tidos contiguos = SEC ID Nº: 271, 273, 274, 276-293, 295-297 y 299-305) generados a partir de ARNm obtenido de
tejido linfático de ratones transgénicos HCI inmunizados con antígeno carcinoembrionario humano (CEA) en compa-
ración con la secuencia transgénica de línea germinal (línea superior) (nucleótidos contiguos = SEC ID Nº: 269); en
cada línea se muestran los cambios de nucleótidos respecto a la secuencia de línea germinal. Se indican las regiones
correspondientes a la CDR1, CDR2 y CDR3 de la cadena pesada. Los nucleótidos no codificados por la línea germinal
se muestran en mayúsculas. Nucleótidos de cadena J = SEC ID Nº: 270, 272, 275, 294 y 298.

La Figura 41 muestra la secuencia de nucleótidos de un fragmento de ADN humano (SEC ID Nº: 306) denominado
vk65.3, que contiene un segmento génico Vκ; también se muestran las secuencias de aminoácidos deducidas de las
regiones codificantes de Vκ (SEC ID Nº: 307); las secuencias señal de recombinación y corte y empalme (heptáme-
ro/nonámero) se muestran dentro de un recuadro.

La Figura 42 muestra la secuencia de nucleótidos de un fragmento de ADN humano (SEC ID Nº: 308), denomi-
nado vk65.5, que contiene un segmento génico Vκ; también se muestran las secuencias de aminoácidos deducidas de
las regiones codificantes de Vκ (SEC ID Nº: 309); las secuencias señal de recombinación y corte y empalme (heptá-
mero/nonámero) se muestran dentro de un recuadro.

La Figura 43 muestra la secuencia de nucleótidos de un fragmento de ADN humano (SEC ID Nº: 310), denomi-
nado vk65.8, que contiene un segmento génico Vκ; también se muestran las secuencias de aminoácidos deducidas de
las regiones codificantes de Vκ (SEC ID Nº: 311); las secuencias señal de recombinación y corte y empalme (heptá-
mero/nonámero) se muestran dentro de un recuadro.

La Figura 44 muestra la secuencia de nucleótidos de un fragmento de ADN humano (SEC ID Nº: 312), denomi-
nado vk65.15, que contiene un segmento génico Vκ; también se muestran las secuencias de aminoácidos deducidas de
las regiones codificantes de Vκ (SEC ID Nº: 313); las secuencias señal de recombinación y corte y empalme (heptá-
mero/nonámero) se muestran dentro de un recuadro.

La Figura 45 muestra la formación de un minilocus de cadena ligera por recombinación homóloga entre dos
fragmentos solapantes que se co-inyectan.

La Figura 46 muestra resultados de ELISA para anticuerpos monoclonales reactivos con CEA y antígenos que no
son CEA que muestran la especificidad de unión a antígeno.

La Figura 47 muestra las secuencias de ADN de 10 ADNc (SEC ID Nº: 314-322) amplificadas por PCR para
amplificar transcritos que tengan una VDJ humana y una secuencia de región constante murina.

La Figura 48 muestra los resultados de ELISA para diversas diluciones de suero obtenidas a partir de ratones que
llevan tanto un transgén de minilocus de cadena pesada humana como un transgén de minilocus κ humano; el ratón se
inmunizó con CD4 humana y los datos mostrados representan anticuerpos reactivos con CD4 humana y que poseen
epítopos κ humano, µ humano o γ humano, respectivamente.

La Figura 49 muestra la distribución relativa de tinción de linfocitos para µ humana o µ de ratón según se determinó
por FACS para tres genotipos de ratón.

La Figura 50 muestra la distribución relativa de tinción de linfocitos para κ humana o κ de ratón según se determinó
por FACS para tres genotipos de ratón.

La Figura 51 muestra la distribución relativa de tinción de linfocitos para λ de ratón según se determinó por FACS
para tres genotipos de ratón.

La Figura 52 muestra la distribución relativa de tinción de linfocitos para λ de ratón o κ humana según se determinó
por FACS para cuatro genotipos de ratón.

La Figura 53 muestra las cantidades de cadenas µ humana, γ humana, κ humana, µ de ratón, γ de ratón, κ de ratón
y X de ratón en el suero de ratones 0011 sin inmunizar.

La Figura 54 muestra una representación de dispersión que muestra las cantidades de cadenas µ humana, γ humana,
κ humana, µ de ratón, γ de ratón, κ de ratón y X de ratón en el suero de ratones 0011 sin inmunizar de diversos
genotipos.
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La Figura 55 muestra los títulos de anticuerpos que comprenden cadenas µ humana, γ humana o κ humana, en anti-
cuerpos anti-CD4 en el suero tomado a las tres semanas o siete semanas post-inmunización después de la inmunización
de un ratón 0011 con CD4.

La Figura 56 muestra una representación esquemática de los transgenes de minilocus de cadena pesada humana
pHC1 y pHC2 y los transgenes de minilocus de cadena ligera pKC1, pKC1e y el transgén de minilocus de cadena
ligera generado por recombinación homóloga entre pKC2 y Co4 en el sitio indicado.

La Figura 57 muestra un mapa de unión del locus de cadena ligera lambda murina según se extrae de Storb et al.
(1989) en la obra citada; los recuadros de puntos representan un pseudogén.

La Figura 58 muestra una representación esquemática de la inactivación del locus X murino por direccionamiento
de genes homólogos.

La Figura 59 muestra esquemáticamente la estructura de un transgén de dirección de recombinación homóloga
para delecionar genes, tales como genes de la región constante de la cadena pesada.

La Figura 60 muestra un mapa del locus de la cadena pesada de ratones BALB/c según se extrae de Immunoglobulin
Genes, Honjo, T, Alt, FW, y Rabbits TH (eds.) Academic Press, NY (1989) pág. 129. Los genes estructurales se
muestran mediante recuadros continuos en la línea superior; la segunda y tercera líneas muestran sitios de restricción
con símbolos indicados.

La Figura 61 muestra una secuencia de nucleótidos (SEC ID Nº: 313) del gen de la región constante α de locus de
cadena pesada de ratón.

La Figura 62 muestra la construcción de un vector de cambio de la fase de lectura (plásmido B) para introducir un
cambio de fase de lectura de dos pb en el gen J4 del locus de la cadena pesada murina.

La Figura 63 muestra una respuesta específica de isotipo de animales transgénicos durante la hiperinmunización.
Los niveles relativos de µ y γ1 humana reactiva se indican mediante un ensayo ELISA colorimétrico (eje y). Se
inmunizaron tres animales transgénicos HCl línea 57 macho de 7-10 semanas de edad (Nº 1991, Nº 2356, Nº 2357) en
un fondo JHD homocigoto por inyecciones intraperitoneales de CEA en adyuvante de Freund. La Figura representa la
unión de diluciones de 250 veces de suero combinado (recogido antes de cada inyección) a pocillos de microtitulación
recubiertos con CEA.

Las Figuras 64A y 64B muestran la expresión de isotipo γ1 codificado por transgén mediada por recombinación de
cambio de clase. La estructura genómica de los transgenes integrados en dos hibridomas de expresión de γ1 humana
diferentes concuerda con la recombinación entre las regiones de cambio µ y γ1. La Figura 64A muestra una transfe-
rencia de Southern de ADN digerido con PacI/SfiI aislado de tres hibridomas de expresión de transgén. De izquierda a
derecha: clon 92-092-5H1-5, γ1+/µ− humana; clon 92-90A-4G2-2, γ1+/µ− humana; clon 92-092A-4F7-A5-2, γ1−/µ+
humana. Los tres hibridomas procedían de un ratón macho de 7 meses de edad hemicigoto para la integración HCl-
57 y homocigoto para la interrupción JHD (ratón Nº 1991). La mancha de transferencia se hibrida con una sonda
procedente de un fragmento de ADN BglII/SfiI de 2,3 kb que abarca la mitad 3’ de la región de cambio γ1 humana.
No se encuentra ningún producto de cambio en el hibridoma que expresa µ, mientras que los dos hibridomas que
expresan γ1, 92-09A-5H1-5 y 92-09A-4G2-2, contienen productos de cambio que dan como resultado fragmentos
PacI/SfiI de 5,1 y 5,3 kb respectivamente. La Fig. 64B es un diagrama de dos mecanismos de deleción posibles por
los que puede producirse un cambio de clase de µ a γ1. El gen µ humano está flanqueado por repeticiones directas
de 400 pb (σµ y Σµ) que pueden recombinarse para delecionar µ. El cambio de clase por este mecanismo generará
siempre un fragmento PacI/SfiI de 6,4 kb, mientras que el cambio de clase por recombinación entre las regiones de
cambio µ y γ1 generará un fragmento PacI/SfiI de entre 4 y 7 kb, con variación de tamaño entre acontecimientos de
cambio individuales. Los dos hibridomas que expresan γ1 examinados en la Figura 64A parecen haber experimentado
recombinación entre las regiones de cambio µ y γ1.

La Figura 65 muestra cadenas pesadas de inmunoglobulina de ratón/humanas quiméricas generadas por cambio
en trans. Se generaron clones de ADNc de productos de cambio en trans por transcripción inversa y amplificación
por PCR de una mezcla de ARNm de bazo y ganglio linfático aislados a partir de un ratón HCI JHD transgénico
hiperinmunizado (Nº 2357; véase en la leyenda de la Figura 63 la descripción del animal y del programa de inmuni-
zación). Se muestra la secuencia de nucleótidos parcial de 10 clones escogidos aleatoriamente (SEC ID Nº: 324-332).
Las letras en minúscula indican codificado por la línea germinal, las letras en mayúsculas indican nucleótidos que no
pueden asignarse a secuencias de la línea germinal conocidas; éstas pueden ser mutaciones somáticas, nucleótidos N
o segmentos D truncados. Ambos tipos de imprenta indican secuencias γ de ratón.

Las Figuras 66A y 66B muestran que el transgén VH251 reorganizado experimenta una mutación somática en
un animal hiperinmunizado. La secuencia de nucleótidos parcial de los clones de ADNc de región variable de cadena
pesada de IgG de ratones CH1 línea 26 que presentaban respuestas primaria en la Figura 66A y secundaria en la Figura
66B a antígeno. La secuencia de línea germinal se muestra en la parte superior (SEC ID Nº: 333); se proporcionan
cambios de nucleótidos a partir de la línea germinal para cada clon (Fig. 66A = SEC ID Nº: 335-337, 339, 341-346,
348 y 349; Fig. 66B = SEC ID Nº: 351, 353, 355-359, 361 y 363). Un período indica identidad con la secuencia de
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la línea germinal, las letras mayúsculas indican origen no identificado de línea germinal. Las secuencias se agrupan
de acuerdo con el uso de segmentos J. Se muestra la secuencia de línea germinal de cada uno de los segmentos J
(Fig. 66A = SEC ID Nº: 334, 338, 340 y 347; Fig. 66B = SEC ID Nº: 350, 352, 354, 360 y 362). Las letras en
minúsculas dentro de secuencias de CDR3 indican identidad con segmento D conocido incluido en el transgén de
HCI. Los segmentos D asignados se indican al final de cada secuencia. Las secuencias no asignadas podrían proceder
de la adición de regiones N o de una mutación somática; o en algunos casos son simplemente demasiado cortas
para distinguir nucleótidos N aleatorios de segmentos D conocidos. Respuesta primaria de la Figura 66A: 13 clones de
ADNc de VH251γ escogidos aleatoriamente. A un ratón HCI línea 26-JHD hembra de 4 semanas de edad (Nº 2599) se
le administró una sola inyección de KLH y adyuvante completo de Freund; se aisló el ARN de células esplénicas 5 días
después. La frecuencia global de mutaciones somáticas dentro del segmento V es del 0,06% (2/3.198 pb). Repuesta
secundaria de la Figura 66B: 13 clones de ADNc de VH251-γ1 escogidos aleatoriamente. A un ratón HCI línea 26-
JHD hembra de 2 meses de edad (Nº 3204) se le administraron 3 inyecciones de HEL y adyuvante de Freund durante
un mes (una inyección primaria con adyuvante completo y refuerzos con incompleto a una semana y 3 semanas); se
aisló ARN de bazo y ganglio linfático 4 meses después. La frecuencia global de mutaciones somáticas dentro del
segmento V es del 1,6% (52/3.198 pb).

Las Figuras 67A y 67B muestran que la mutación somática considerable está confiada a secuencias γ1: se produce
mutación somática y cambio de clase dentro de la misma población de células B. Secuencia de nucleótidos parcial
de clones de ADNc de VH251 aislados de células de bazo y ganglio linfático de ratón HCI línea 57 JHD transgénico
(Nº 2357) hiperinmunizado contra CEA (véase en la Figura 63 el programa de inmunización). Figura 67A: IgM: 23
clones de ADNc de VH251µ escogidos aleatoriamente (SEC ID Nº: 364-368; secuencia de la línea germinal mostrada
en la parte superior = SEC ID Nº: 364). Secuencia de nucleótidos de segmento de 156 pb incluyendo los restos que
rodean a las CDR 1 y 2. El nivel global de mutación somática es del 0,1% (5/3.744 pb). Figura 67B: IgG: 23 clones de
ADNc de VH251-γ1 escogidos aleatoriamente (SEC ID Nº: 369-391; secuencia de la línea germinal mostrada en la
parte superior = SEC ID Nº: 333; secuencias de cadena J = SEC ID Nº: 350, 352, 360 y 362). Secuencia de nucleótidos
de segmento que incluye las CDR 1 a 3 y restos circundantes. La frecuencia global de mutación somática dentro del
segmento V es del 1,1% (65/5.658 pb). Para una comparación con las secuencias µ en la Figura 67A: la frecuencia de
mutación para los primeros 156 nucleótidos es del 1,1% (41/5.588 pb). Véase en la leyenda de las Figuras 66A y 66B
la explicación de los símbolos.

La Figura 68 indica que VH51P1 y VH56P1 muestran una mutación somática considerable en un ratón no inmu-
nizado. La secuencia de nucleótidos parcial de los clones de ADNc de región variable de cadena pesada de IgG (SEC
ID Nº: 393-409, 411 y 413-415; secuencias de la línea germinal = SEC ID Nº: 392, 410 y 412; secuencia de cadena
J = SEC ID Nº: 350, 354, 362, 352 y 354, respectivamente) de un ratón HC2 línea 2550 JHD transgénico hembra no
inmunizado de 9 semanas (Nº 5250). La frecuencia global de la mutación somática con los 19 segmentos de VH56p1
es del 2,2% (101/4.674 pb). La frecuencia global de mutación somática dentro del segmento VH51p1 individual es del
2,0% (5/246 pb). Véase en la leyenda de las Figuras 66A y 66B la explicación de los símbolos.

Figura 69. Ratones dobles transgénicos con loci de Ig endógenos interrumpidos contienen células B positivas para
IgMκ humana. FACS de células aisladas de bazos de 4 ratones con diferentes genotipos. Columna izquierda: ratón
de control (Nº 9944, hembra de 6 semanas de edad JH+/-, JCκ+/-; loci de cadena ligera κ y pesada de ratón de tipo
silvestre heterocigoto, no transgénico). Segunda columna: transgénico de cadena pesada humana (Nº 9877, hembra
de 6 semanas de edad JH-/-, JCκ-/-, HC2 línea 2550 +; homocigota para loci de cadena ligera κ y pesada de ratón
interrumpida, hemicigota para transgén HC2). Tercera columna; transgénico de cadena ligera κ humana (Nº 9878,
hembra de 6 semanas de edad JH-/-, JCκ-/-, KCo4 línea 4437 +; homocigota para loci de cadena ligera κ y cadena
pesada de ratón interrumpida, hemicigota para transgén KCo4). Columna derecha: doble transgénica (Nº 9879, hembra
de 6 semanas de edad JH-/-m JCκ-/-, HC2 línea 2550 +, KCo4 línea 4437+; homocigota para loci de cadena ligera
κk y pesada de ratón interrumpidos, hemicigota para los transgenes HC2 y KCo4). Fila superior: esplenocitos teñidos
para expresión de cadena ligera X de ratón (eje x) y cadena ligera κ humana (eje y). Segunda fila: esplenocitos teñidos
para expresión de cadena pesada µ humana (eje x) y cadena ligera κ humana (eje y). Tercera fila: esplenocitos teñidos
para expresión de cadena pesada µ de ratón (eje x) y cadena ligera κ de ratón (eje y). Fila inferior: histograma de
esplenocitos teñidos para expresión de antígeno B220 de ratón (fluorescencia logarítima: eje x; número de células: eje
y). Para cada uno de los dos paneles de colores, el número relativo de células en cada uno de los cuadrantes visualizados
se proporciona como porcentaje de una selección de parámetro e basada en tinción con yoduro de propidio y dispersión
de luz. La fracción de células B220+ en cada una de las muestras presentadas en la fila inferior se proporciona como
un porcentaje de la selección de dispersión de luz de linfocitos.

Figura 70. Niveles de inmunoglobulina secretada en el suero de ratones dobles transgénicos. µ, γ y κ humanas y
γ y λ de ratón de 18 ratones dobles transgénicos HC2/KCo4 individuales homocigotos para interrupción de locus de
cadena ligera κ y pesada endógena. Ratones: (+) HC2 línea 2550 (−5 copias de HC2 por integración), KCo4 línea 4436
(1-2 copias de KCo4 por integración); (O) HC2 línea 2550, KCo4 línea 4437 (−10 copias de KCo4 por integración);
(x) HC2 línea 2550, KCo4 línea 4583 (−5 copias de KCo4 por integración); () HC2 línea 2572 (30-50 copias de HC2
por integración, KCo4 línea 4437; (∆) HC2 línea 5467 (20-30 copias de HC2 por integración, KCo4 línea 4437.

Las Figuras 71A y 71B muestran respuestas de anticuerpos humanos contra antígenos humanos. Figura 71A:
Respuesta primaria contra CD4 soluble humana recombinante. Se notifican los niveles de IgM humana y cadena
ligera κ humana para suero antes de la extracción de sangre (O) y post-inmunización (•) de cuatro ratones dobles
transgénicos. Figura 71B: se produce un cambio a IgG humana in vivo. Se detectó IgG humana (círculos) con anti-
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IgG humana policlonal conjugado con peroxidasa usado en presencia de un exceso de 1,5 µ/ml de IgE, κ y suero de
ratón normal al 1% para inhibir la reactividad cruzada inespecífica. Se detectó la cadena ligera κ humana (cuadrados)
usando un reactivo anti-κ humano policlonal conjugado con peroxidasa en presencia de suero de ratón normal al
1%. Se muestra un resultado representativo de un ratón (Nº 9344; HC2 línea 2550, KCo4 línea 4436). Cada punto
representa un promedio de pocillos por duplicado menos la absorbancia de fondo.

La Figura 72 muestra un análisis de FACS de PBL humanos con un sobrenadante de hibridoma que discrimina
linfocitos CD4+ humanos de linfocitos CD8+ humanos.

La Figura 73 muestra IgG e IgM α-CD4 humana en suero de ratón transgénico.

La Figura 74 muestra experimentos de unión competitiva que comparan un monoclonal de hibridoma α-CD4
humano de ratón transgénico, 2C11-8, con los monoclonales RPA-TA y Leu-3A.

La Figura 75 muestra los datos de producción para expresión de Ig de hibridoma de 2C11-8 cultivado.

La Figura 76 muestra un conjunto solapante de insertos plasmídicos que constituyen el transgén HCo7.

La Figura 77A representa la secuencia de nucleótidos (SEC ID N: 416) del vector plásmídico pGP2b.

La Figura 77B representa el mapa de restricción del vector plasmídico pGP2b.

La Figura 78 (partes A y B) representa una estrategia de clonación para ensamblar transgenes de gran tamaño.

La Figura 79 muestra que insertos de gran tamaño son inestables en plásmidos derivados de pUC de alto número
de copias.

La Figura 80 muestra el fago P1 clon P1-570. El inserto abarca la porción de la región constante de cadena pesada
humana que incluye γ3 y γ1 junto con elementos de cambio. N, NotI; S, SalI, X, XhoI.

La Figura 81 muestra la expresión en suero de µ y γ1 humanas en animales fundadores transgénicos HCo7.

La Figura 82 muestra la expresión en suero de inmunoglobulinas humanas en ratones dobles transgénicos/de doble
deleción HCo7/KCo4.

La Figura 83 muestra la detección por RT-PCR de transcritos de γ1 y γ3 humanas en ARN de bazo de ratón
transgénico HCo7.

La Figura 84 muestra la inducción de IgG1 e IgG3 humanas por LPS e IL-4 in vivo.

Figura 85. Aparato de electroforesis en gel de agarosa para la concentración de ADN de YAC.

Figura 86. Dos análisis FACS en color de células de médula ósea de ratones HC2/KCo5/JHD/JKD y
HC2/KCo4/JHD/JKD. La fracción de células en cada una de las selecciones B220+/CD43−, B220−/CD43+ y B220+/
IgM+ se proporcionan como porcentaje.

Figura 87. Análisis FACS de dos colores de células de bazo de ratones HC2/KCo5/JHD/JKD y HC2/KCo4/
JHD/JKD. La fracción de células en cada una de las selecciones B220brillante/IgM+ y B220apagado/IgM+ se proporcio-
nan como porcentaje.

Figura 88. Unión de anticuerpos monoclonales IgGκ anti-nCD4 a células SupT1 CD4+.

Figura 89. Determinación de epítopos para anticuerpos monoclonales de IgG anti-nCD4 por citometría de flujo. Se
preincubaron células SupT1 con tampón (columna izquierda), RPA-T4 2,5 mg/ml (columna del medio) o Leu3a 2,5
mg/ml (columna derecha) y después con uno de los 10 anticuerpos monoclonales de IgG humana (en sobrenadante
diluido 1:2) o Leu3a quimérico. Se muestran en esta figura resultados para 3 anticuerpos monoclonales de IgG humana
representativos.

Figura 90. Inhibición de MLR por un anticuerpo monoclonal de IgGk humana anti-CD4.

La Tabla 1 representa la secuencia del vector pGPe (SEC ID Nº: 72).

La Tabla 2 representa la secuencia del gen VH49.8 (nucleótidos = SEC ID Nº: 79; aminoácidos SEC ID Nº: 80).

La Tabla 3 representa la detección de IgM e IgG humana en el suero de ratones transgénicos de esta invención.

La Tabla 4 representa secuencias de uniones VDJ (SEC ID Nº: 86-115).
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La Tabla 5 representa la distribución de segmentos J incorporados en transcritos codificados por transgén pHCI
respecto a segmentos J que se encuentran en linfocitos de sangre periférica de humano adulto (PBL).

La Tabla 6 representa la distribución de segmentos D incorporados en transcritos codificados por transgén pHCI
respecto a segmentos D encontrados en linfocitos de sangre periférica de humano adulto (PBL).

La Tabla 7 representa la longitud de los péptidos CDR3 de transcritos con uniones VDJ en fase de lectura en el
ratón transgénico pHCI y en PBL humanos.

La Tabla 8 representa las secuencias de aminoácidos esperadas de las regiones VDJ de 30 clones analizados de un
transgénico pHCI.

La Tabla 9 muestra ratones transgénicos de la línea 112 que se usaron en los experimentos indicados; (+) indica la
presencia del transgén respectivo, (++) indica que el animal es homocigoto para el transgén knockout JHD.

La Tabla 10 muestra los genotipos de varios ratones 0011.

La Tabla 11 muestra el uso de región variable humana en hibridomas de ratones transgénicos.

La Tabla 12 muestra el uso de segmentos V y J de transgén.

La Tabla 13 muestra la aparición de mutción somática en el transgén de cadena pesada HC2 en ratones transgénicos.

La Tabla 14 muestra la identificación de segmentos Vκ humanos en el YAC 4x17E1.

Tabla 15. Identificación de genes de Vk humanos expresados en la línea de ratón KCo5-9272.

Tabla 16. Niveles de secreción para anticuerpos monoclonales de IgGk humana anti-nCD4.

Tabla 17. Constantes de velocidad y avidez para anticuerpos monoclonales que se unen a CD4 humano.

Tabla 18. Constantes de afinidad y velocidad de anticuerpos monoclonales humanos anti-CD4 humano.

Tabla 19. Constantes de avidez y velocidad de anticuerpos monoclonales humanos anti-CD4 humano.

Tabla 20. Constantes de avidez y velocidad presentadas para anticuerpos monoclonales anti-CD4.

Tabla 21. Constantes de avidez de anticuerpos monoclonales humanos anti-CD4 humano según se determinan por
citometría de flujo.

Tabla 22. Secuencia de Nucleótidos Parcial para Transcritos Funcionales.

Tabla 23. Uso de Segmento V(D)J de la Línea Germinal en Transcritos de Hibridoma.

Tabla 24. Cebadores, Vectores y Productos Usados en Construcción de Minigenes.

Tabla 25. Efecto de mAb Humanos sobre Linfocitos Periféricos de Chimpancé.

Descripción detallada

Como se ha analizado anteriormente, es deseable producir inmunoglobulinas humanas que sean reactivas con antí-
genos humanos específicos que sean dianas terapéuticas y/o de diagnóstico prometedoras. Sin embargo, la producción
de inmunoglobulinas humanas que se unen específicamente con antígenos humanos es problemática.

En primer lugar, el animal inmunizado que sirve como fuente de células B debe generar una respuesta inmune
contra el antígeno presentado. Para que un animal genere una respuesta inmune, el antígeno presentado debe ser
extraño y el animal no debe ser tolerante al antígeno. Por lo tanto, por ejemplo, si se desea producir un anticuerpo
monoclonal humano con un idiotipo que se una a una proteína humana, la auto-tolerancia evitará que un ser humano
inmunizado genere una respuesta inmune sustancial contra la proteína humana, puesto que los únicos epítopos del
antígeno que pueden ser inmunogénicos serán los que sean el resultado del polimorfismo de la proteína dentro de la
población humana (epítopos alogénicos).

En segundo lugar, si el animal que sirve como fuente de células B para formar un hibridoma (un ser humano en
el ejemplo ilustrativo dado) genera una respuesta inmune contra un autoantígeno auténtico, puede obtenerse como
resultado una enfermedad autoinmune grave en el animal. En caso de que se usaran seres humanos como fuente de
células B para un hibridoma, dicha autoinmunización se consideraría no ética por la normativa contemporánea. Por lo
tanto, el desarrollo de hibridomas que secreten cadenas de inmunoglobulina humanas específicamente reactivas con
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antígenos humanos predeterminados es problemático, ya que es necesaria una fuente fiable de células B secretoras de
anticuerpos humanos que pueda provocar una respuesta de anticuerpos contra antígenos humanos predeterminados.

Una metodología que puede usarse para obtener anticuerpos humanos que sean específicamente reactivos con
antígenos humanos es la producción de un ratón transgénico que albergue las construcciones transgénicas de inmu-
noglobulina humana de esta invención. En resumen, se emplean transgenes que contienen todos o porciones de los
loci de cadena ligera y pesada de inmunoglobulina humana o transgenes que contienen “miniloci” sintéticos (descritos
a continuación y en las solicitudes en trámite junto con la presente U.S.S.N. 08/352.322, presentada el 7 de diciem-
bre de 1994, U.S.S.N. 07/990.860, presentada el 16 de diciembre de 1992, U.S.S.N. 07/810.279, presentada el 17 de
diciembre de 1991, U.S.S.N. 07/904.068, presentada el 23 de junio de 1992; U.S.S.N. 07/853.408, presentada el 18
de marzo de 1992, U.S.S.N. 07/574.748, presentada el 29 de agosto de 1990, U.S.S.N. 07/575.962, presentada el 31
de agosto de 1990, y PCT/US91/06185, presentada el 28 de agosto de 1991, incorporándose cada una en la presente
memoria como referencia) que comprenden elementos funcionales esenciales de los loci de cadena ligera y pesada
humana, para producir un animal transgénico no humano. Dicho animal transgénico no humano tendrá la capacidad
de producir cadenas de inmunoglobulina que estén codificadas por genes de inmunoglobulina humanos y además será
capaz de generar una respuesta inmune contra antígenos humanos. Por lo tanto, dichos animales transgénicos pueden
servir como fuente de sueros inmunes reactivos con antígenos humanos especificados, y pueden fusionarse células
B de dichos animales transgénicos con células de mieloma para producir hibridomas que secreten anticuerpos mo-
noclonales que estén codificados por genes de inmunoglobulina humanos y que sean específicamente reactivos con
antígenos humanos.

Anteriormente se ha notificado la producción de ratones transgénicos que contienen diversas formas de genes de
inmunoglobulinas. Se han usado genes de cadena ligera o pesada de inmunoglobulina de ratón reorganizados para pro-
ducir ratones transgénicos. Además, se han expresado genes de Ig humana funcionalmente reorganizados que incluyen
la región constante µ o γ1 en ratones transgénicos. Sin embargo, los experimentos en los que el transgén comprende
genes de inmunoglobulina no reorganizados (V-D o V-J no reorganizado) han sido variables, produciendo en algunos
casos una reorganización mínima o incompleta del transgén. Sin embargo, no existen ejemplos publicados de transge-
nes de inmunoglobulina reorganizados o no reorganizados que experimenten un cambio de isotipo satisfactorio entre
genes CH dentro de un transgén.

La invención también proporciona un método para identificar hibridomas candidatos que secreten un anticuerpo
monoclonal que comprenda una cadena de inmunoglobulina humana consistente esencialmente en una secuencia VDJ
humana en unión polipeptídica a una secuencia de región constante humana. Dichos hibridomas candidatos se iden-
tifican a partir de una combinación de clones de hibridoma que comprende: (1) clones de hibridoma que expresan
cadenas de inmunoglobulina que consisten esencialmente en una región VDJ humana y una región constante humana,
y (2) hibridomas con cambio en trans que expresan cadenas de inmunoglobulina heterohíbridas que consisten esen-
cialmente en una región VDJ humana y una región constante murina. El sobrenadante o sobrenadantes de clones de
hibridoma individuales o combinados se ponen en contacto con un antígeno predeterminado, típicamente un antígeno
que se inmoviliza por adsorción sobre un sustrato sólido (por ejemplo, un pocillo de microtitulación) en condiciones de
unión para seleccionar anticuerpos que tengan la especificidad de unión a antígeno predeterminada. Un anticuerpo que
se une específicamente a regiones constantes humanas también se pone en contacto con el sobrenadante de hibridoma
y el antígeno predeterminado en condiciones de unión de modo que el anticuerpo se une selectivamente al menos a
un epítopo de región constante humana pero no se une sustancialmente a epítopos de región constante murina; for-
mándose por lo tanto complejos que consisten esencialmente en sobrenadante de hibridoma (anticuerpo monoclonal
transgénico) unido a un antígeno predeterminado y a un anticuerpo que se une específicamente a regiones constantes
humanas (y que puede estar marcado con un marcador o indicador detectable). La detección de la formación de dichos
complejos indica clones o combinaciones de hibridomas que expresan una cadena de inmunoglobulina humana.

En una realización preferida de la invención, la inmunoglobulina anti-región constante humana usada en la explo-
ración reconoce específicamente una región constante de isotipo no µ, no δ, preferiblemente de isotipo α o ε, más
preferiblemente de isotipo γ. Se prefieren anticuerpos monoclonales del isotipo γ (i) debido a que las características
de las inmunoglobulinas IgG son preferibles a las de las inmunoglobulinas IgM para algunas aplicaciones terapéuti-
cas (por ejemplo, debido al menor tamaño de los dímeros de IgG en comparación con los pentámeros de IgM) y (ii)
porque el proceso de mutación somática se correlaciona con el cambio de clase de la región constante µ respecto a las
regiones constantes no µ (por ejemplo, γ). Las inmunoglobulinas seleccionadas de la población de inmunoglobulinas
que han experimentado cambio de clase (por ejemplo, IgG) tienden a unirse al antígeno con mayor afinidad que las
inmunoglobulinas seleccionadas de la población que no ha experimentado cambio de clase (por ejemplo, IgM). Véase,
por ejemplo, Lonberg y Huszar. Intern. Rev. Immunol. 13: 65-93 (1995) que se incorpora en la presente memoria como
referencia. En una realización, primero se exploran los hibridomas candidatos con respecto a la región constante de
isotipo γ y después se explora la combinación de hibridomas que expresan IgG para determinar la unión específica al
antígeno predeterminado.

Por lo tanto, de acuerdo con el método, un ratón transgénico de la invención se inmuniza con el antígeno prede-
terminado para inducir una respuesta inmune. Se recogen células B del ratón y se fusionan con células inmortales
para producir hibridomas. Los hibridomas se exploran primero para identificar hibridomas individuales que secreten
Ig de un isotipo no-mu, no-delta (por ejemplo, IgG). Este conjunto de hibridomas se explora después para determinar
la unión específica al antígeno predeterminado de interés. La exploración se realiza usando técnicas convencionales
como se describe en, por ejemplo, Harlow y Lane, Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor, Nueva
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York (1988). Usando este método es posible identificar inmunoglobulinas de alta afinidad (por ejemplo, Ka superior a
aproximadamente 107 M−1) de forma práctica y eficaz.

Definiciones

Como se usa en la presente memoria, el término “anticuerpo” se refiere a una glicoproteína que comprende al
menos dos cadenas polipeptídicas ligeras y dos cadenas polipeptídicas pesadas. Cada una de las cadenas polipeptídicas
ligera y pesada contiene una región variable (generalmente la porción amino terminal de la cadena polipeptídica) que
contiene un dominio de unión que interacciona con un antígeno. Cada una de las cadenas polipeptídicas ligera y pesada
también comprende una región constante de las cadenas polipeptídicas (generalmente, la porción carboxilo terminal)
que pueden mediar la unión de la inmunoglobulina a tejidos o factores del hospedador incluyendo diversas células del
sistema inmune, algunas células fagocíticas y el primer componente (Clq) del sistema del complemento clásico.

Como se usa en la presente memoria, un “anticuerpo heterólogo” se define en relación con el organismo no humano
transgénico que produce dicho anticuerpo. Se define como un anticuerpo que tiene una secuencia de aminoácidos o
una secuencia de ADN codificante que se corresponde con la que se encuentra en un organismo que no consiste en el
animal transgénico no humano y generalmente de una especie distinta de la del animal transgénico no humano. Como
se usa en la presente memoria, un “anticuerpo heterohíbrido” se refiere a un anticuerpo que tiene una cadena ligera y
pesada de orígenes de organismo diferente. Por ejemplo, un anticuerpo que tiene una cadena pesada humana asociada
con una cadena ligera murina es un anticuerpo heterohíbrido. Como se usa en la presente memoria, el término “isotipo”
se refiere a la clase de anticuerpo (por ejemplo, IgM o IgG1) que está codificada por genes de la región constante de la
cadena pesada. Como se usa en la presente memoria, el “cambio de isotipo” se refiere al fenómeno por el que la clase o
isotipo de un anticuerpo cambia de una clase de Ig a una de las otras clases de Ig. Como se usa en la presente memoria,
“isotipo no cambiado” se refiere a la clase isotípica de cadena pesada que se produce cuando no ha tenido lugar un
cambio de isotipo; el gen CH que codifica el isotipo no cambiado es típicamente el primer gen CH inmediatamente
cadena abajo del gen VDJ funcionalmente reorganizado.

Como se usa en la presente memoria, la expresión “secuencia de cambio” se refiere a las secuencias de ADN
responsables de la recombinación de cambio. Una secuencia “donante de cambio”, típicamente una región de cambio
µ, estará en posición 5’ (es decir, cadena arriba) con respecto a la región de construcción que se delecionará durante la
recombinación de cambio. La región “aceptora de cambio” estará entre la región de construcción que se delecionará y
la región constante de sustitución (por ejemplo, γ, ε, etc.). Puesto que no existe un sitio específico en el que siempre
se producirá la recombinación, la secuencia génica final típicamente no será predecible a partir de la construcción.

Como se usa en la presente memoria, la expresión “patrón de glicosilación” se define como el patrón de unidades
de carbohidrato que se unen covalentemente a una proteína, más específicamente a una proteína de inmunoglobulina.
Un patrón de glicosilación de un anticuerpo heterólogo puede caracterizarse como un patrón sustancialmente similar
a los patrones de glicosilación que aparecen de forma natural en anticuerpos producidos por la especie del animal
transgénico no humano, cuando un experto en la materia reconozca el patrón de glicosilación del anticuerpo heterólogo
como más similar a dicho patrón de glicosilación en la especie de animal transgénico no humano que en la especie de
la que proceden los genes CH del transgén.

Como se usa en la presente memoria, la expresión “unión específica” se refiere a la propiedad del anticuerpo: (1)
de unirse a un antígeno predeterminado con una afinidad de al menos 1 x 107 M−1 y (2) de unirse preferentemente
al antígeno predeterminado con una afinidad que es al menos dos veces superior a su afinidad por la unión a un
antígeno inespecífico (por ejemplo, BSA, caseína) distinto del antígeno predeterminado o un antígeno estrechamente
relacionado.

La expresión “origen natural”, como se usa en la presente memoria según se aplica a un objeto, se refiere al hecho
de que un objeto puede encontrarse en la naturaleza. Por ejemplo, una secuencia polipeptídica o polinucleotídica que
está presente en un organismo (incluyendo virus) que puede aislarse a partir de una fuente en la naturaleza y que no se
ha modificado intencionadamente por el hombre en el laboratorio es de origen natural.

El término “reorganizado”, como se usa en la presente memoria, se refiere a una configuración de un locus de
inmunoglobulina de cadena ligera o cadena pesada en el que un segmento V se sitúa inmediatamente adyacente a un
segmento D-J o J en una conformación que codifica esencialmente un dominio de VL o VH completo, respectivamente.
Un locus de gen de inmunoglobulina reorganizado puede identificarse por comparación con ADN de la línea germinal;
un locus reorganizado tendrá al menos un elemento de homología heptamérico/nonamérico recombinado.

Las expresiones “no reorganizado” o “configuración de la línea germinal”, como se usan en la presente memoria
en relación con un segmento V, se refieren a la configuración en la que el segmento V no está recombinado de modo
que sea inmediatamente adyacente a un segmento D o J.

En el caso de los ácidos nucleicos, la expresión “homología sustancial” indica que dos ácidos nucleicos o se-
cuencias designadas de los mismos, cuando se alinean óptimamente y se comparan, son idénticos con inserciones
o deleciones de nucleótidos apropiadas en al menos aproximadamente el 80% de los nucleótidos, habitualmente al
menos aproximadamente del 90% al 95% y más preferiblemente al menos aproximadamente del 98% al 99,5% de
los nucleótidos. Como alternativa, existe una homología sustancial cuando los segmentos hibridan en condiciones de
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hibridación selectivas con la complementaria de la cadena. Los ácidos nucleicos pueden estar presentes en células
completas, en un lisado celular o en una forma parcialmente purificada o sustancialmente pura. Un ácido nucleico
está “aislado” o se ha hecho “sustancialmente puro” cuando se ha purificado de otros componentes celulares u otros
contaminantes, por ejemplo, otros ácidos nucleicos celulares o proteínas, por técnicas convencionales incluyendo tra-
tamiento alcalino/SDS, separación en bandas de CsCl, cromatografía en columna, electroforesis en gel de agarosa
y otros bien conocidos en la técnica. Véase, F. Ausubel, et al., ed. Current Protocols in Molecular Biology, Greene
Publishing and Wiley-lnterscience, Nueva York (1987).

Las composiciones de ácido nucleico de la presente invención, aunque con frecuencia están en una secuencia
nativa (excepto para sitios de restricción modificados y similares), pueden mutarse a partir de ADNc, genómico o
mezclas de los mismos de acuerdo con técnicas convencionales para proporcionar secuencias génicas. En caso de
secuencias codificantes, estas mutaciones pueden afectar a la secuencia de aminoácidos según se desee. En particular,
se contemplan secuencias de ADN sustancialmente homólogas a o derivadas de secuencias V, D, J nativas, constantes,
de cambio y otras secuencias de este tipo descritas en la presente memoria (donde “derivadas” indica que una secuencia
es idéntica o está modificada a partir de otra secuencia).

Un ácido nucleico está “unido operativamente” cuando se coloca en una relación funcional con otra secuencia de
ácido nucleico. Por ejemplo, un promotor o potenciador está unido operativamente a una secuencia codificante si afecta
a la transcripción de la secuencia. Con respecto a las secuencias reguladoras de la transcripción, unido operativamente
significa que las secuencias de ADN que se están uniendo son contiguas y, cuando es necesario unir dos regiones
codificantes de proteína, contiguas y en fase de lectura. En caso de secuencias de cambio, unido operativamente indica
que las secuencias son capaces de efectuar la recombinación de cambio.

Animales Transgénicos No Humanos Capaces de Producir Anticuerpos Heterólogos

El diseño de un animal transgénico no humano que responde a estimulación con antígenos extraños con un reper-
torio de anticuerpos heterólogos, requiere que los transgenes de inmunoglobulina heterólogos contenidos dentro del
animal transgénico funcionen correctamente a lo largo de la ruta de desarrollo de células B. En una realización prefe-
rida, la función correcta de un transgén de cadena pesada heterólogo incluye cambio de isotipo. Por consiguiente, los
transgenes de la invención se construyen de modo que produzcan cambio de isotipo y uno o más de los siguientes: (1)
expresión específica de tipo celular y de alto nivel, (2) reorganización funcional de genes, (3) activación de y respuesta
a exclusión alélica, (4) expresión de un repertorio primario suficiente, (5) transducción de señales, (6) hipermutación
somática y (7) dominación del locus de anticuerpo transgénico durante la respuesta inmune.

Como será evidente a partir de la descripción siguiente, no tienen que cumplirse todos los criterios anteriores.
Por ejemplo, en las realizaciones en las que los loci de inmunoglobulina endógenos del animal transgénico están
funcionalmente interrumpidos, el transgén no tiene que activar la exclusión alélica. Además, en las realizaciones en
las que el transgén comprende un gen de inmunoglobulina de cadena ligera y/o pesada funcionalmente reorganizado,
no es necesario el segundo criterio de reorganización de genes funcionales, al menos para ese transgén que ya está
reorganizado. Como antecedentes sobre inmunología molecular, véase, Fundamental Immunology, 2ª edición (1989),
Paul William E., ed. Raven Press, N.Y., que se incorpora en la presente memoria como referencia.

En un aspecto de la invención, se proporcionan animales transgénicos no humanos que contienen transgenes de
cadena ligera y pesada de inmunoglobulina heterólogos reorganizados, no reorganizados o una combinación de re-
organizados y no reorganizados en la línea germinal del animal transgénico. Cada uno de los transgenes de cadena
pesada comprende al menos un gen CH. Además, el transgén de cadena pesada puede contener secuencias de cam-
bio de isotipo funcionales que sean capaces de servir de soporte al cambio de isotipo de un transgén heterólogo que
codifica múltiples genes CH en células B del animal transgénico. Dichas secuencias de cambio pueden ser las que
aparecen de forma natural en el locus de inmunoglobulina de la línea germinal de la especie que sirve como fuente
de los genes CH transgénicos, o dichas secuencias de cambio pueden proceder de las que aparecen en la especie que
va a recibir la construcción transgénica (el animal transgénico). Por ejemplo, una construcción transgénica humana
que se usa para producir un ratón transgénico puede producir una mayor frecuencia de acontecimientos de cambio de
isotipo si incorpora secuencias de cambio similares a las que aparecen de forma natural en el locus de cadena pesa-
da de ratón, ya que presumiblemente las secuencias de cambio de ratón se optimizan para funcionar con el sistema
enzimático de recombinasa de cambio de ratón, mientras que las secuencias de cambio humanas no. Pueden aislarse
y clonarse secuencias de cambio por métodos de clonación convencionales o pueden sintetizarse de novo a partir de
oligonucleótidos sintéticos solapantes diseñados basándose en la información de secuencia publicada en relación con
secuencias de región de cambio de inmunoglobulina (Mills et al., Nucl. Acids Res. 18:7305-7316 (1991); Sideras et
al., Intl. Immunol. 1:631-642 (1989), que se incorporan en la presente memoria como referencia).

Para cada uno de los animales transgénicos anteriores, se encuentran transgenes de inmunoglobulina de cadena
ligera y pesada heterólogos funcionalmente reorganizados en una fracción significativa de las células B del animal
transgénico (al menos 10 por ciento).

Los transgenes de la invención incluyen un transgén de cadena pesada que comprende un ADN que codifica al
menos un segmento génico variable, un segmento génico de diversidad, un segmento génico de unión y al menos un
segmento génico de región constante. El transgén de cadena ligera de inmunoglobulina comprende ADN que codi-
fica al menos un segmento génico variable, un segmento génico de unión y al menos un segmento génico de región
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constante. Los segmentos génicos que codifican los segmentos génicos de cadena pesada y ligera son heterólogos al
animal transgénico no humano en el sentido de que proceden de o se corresponden con ADN que codifica segmentos
génicos de cadena ligera y pesada de inmunoglobulina de una especie que no consiste en el animal transgénico no
humano. En un aspecto de la invención, el transgén se construye de modo que los segmentos génicos individuales no
están reorganizados, es decir, no están reorganizados de modo que codifican una cadena pesada o ligera de inmunoglo-
bulina funcional. Dichos transgenes no reorganizados sirven de soporte a la recombinación de los segmentos génicos
V, D y J (reorganización funcional) y preferiblemente sirven de soporte a la incorporación de todo o una porción de
un segmento génico de región D en la cadena pesada de inmunoglobulina reorganizada resultante dentro del animal
transgénico no humano cuando se expone a antígeno.

En una realización alternativa, los transgenes comprenden un “mini-locus” no reorganizado. Dichos transgenes
comprenden típicamente una porción sustancial de los segmentos C, D y J así como un subconjunto de los segmen-
tos génicos V. En dichas construcciones transgénicas, las diversas secuencias reguladoras, por ejemplo, promotores,
potenciadores, regiones de cambio de clase, secuencias donantes de corte y empalme y aceptoras de corte y empalme
para procesamiento de ARN, señales de recombinación y similares, comprenden secuencias correspondientes deriva-
das del ADN heterólogo. Dichas secuencias reguladoras pueden incorporarse en el transgén de la misma especie o
de una especie relacionada del animal no humano usado en la invención. Por ejemplo, pueden combinarse segmentos
génicos de inmunoglobulina humana en un transgén con una secuencia potenciadora de inmunoglobulina de roedor
para su uso en un ratón transgénico. Como alternativa, pueden incorporarse secuencias reguladoras sintéticas en el
transgén, donde dichas secuencias reguladoras sintéticas no son homólogas a una secuencia de ADN funcional que se
sabe que aparece de forma natural en los genomas de mamíferos. Las secuencias reguladoras sintéticas están diseñadas
de acuerdo con normas de consenso tales como, por ejemplo, las que especifican las secuencias permisibles de un sitio
aceptor de corte y empalme o un motivo promotor/potenciador. Por ejemplo, un minilocus comprende una porción del
locus de inmunoglobulina genómico que tiene al menos una deleción interna (es decir, no en un extremo terminal de
la porción) de una porción de ADN no esencial (por ejemplo, secuencia intermedia; intrón o porción del mismo) en
comparación con el locus de Ig de la línea germinal de origen natural.

La invención también incluye animales transgénicos que contienen células de la línea germinal que tienen un
transgén de cadena ligera y pesada en los que uno de dichos transgenes contiene segmentos génicos reorganizados,
conteniendo el otro segmentos génicos no reorganizados. En las realizaciones preferidas, el transgén reorganizado es
un transgén de inmunoglobulina de cadena ligera y el transgén reorganizado es un transgén de inmunoglobulina de
cadena pesada.

La Estructura y Generación de Anticuerpos

La estructura básica de todas las inmunoglobulinas se basa en una unidad que consiste en dos cadenas polipep-
tídicas ligeras y dos cadenas polipeptídicas pesadas. Cada cadena ligera comprende dos regiones conocidas como la
región de cadena ligera variable y la región de cadena ligera constante. De forma similar, la cadena pesada de inmu-
noglobulina comprende dos regiones denominadas la región de cadena pesada variable y la región de cadena pesada
constante.

La región constante para la cadena pesada o ligera está codificada por secuencias genómicas denominadas segmen-
tos génicos de región constante pesada o ligera (CH). El uso de un segmento génico de cadena pesada particular define
la clase de inmunoglobulina. Por ejemplo, en seres humanos, los segmentos génicos de región constante µ definen la
clase IgM de anticuerpo mientras que el uso de un segmento génico de región constante γ, γ2, γ3 o γ4 define la clase
IgG de anticuerpos así como las subclases de IgG de IgG1 a IgG4. De forma similar, el uso de un segmento génico
de región constante de α1 o α2 define la clase IgA de anticuerpos así como las subclases IgA1 e IgA2. Los segmentos
génicos de región constante δ y ε definen las clases de anticuerpos IgD e IgE respectivamente.

Las regiones variables de las cadenas de inmunoglobulina ligera y pesada contienen en conjunto el dominio de
unión a antígeno del anticuerpo. Debido a la necesidad de diversidad en esta región del anticuerpo para permitir la
unión a una amplia serie de antígenos, el ADN que codifica la región variable de repertorio primario o inicial compren-
de varios segmentos de ADN diferentes derivados de familias de segmentos génicos de región variable específicos. En
el caso de la región variable de cadena ligera, dichas familias comprenden segmentos génicos variables (V) y segmen-
tos génicos de unión (J). Por lo tanto, la región variable inicial de la cadena ligera está codificada por un segmento
génico V y un segmento génico J, cada uno seleccionado de la familia de segmentos génicos V y J contenidos en
el ADN genómico del organismo. En el caso de la región variable de cadena pesada, el ADN que codifica la región
variable del repertorio primario o inicial de la cadena pesada comprende un segmento génico V de cadena pesada, un
segmento génico de diversidad (D) de cadena pesada, y un segmento génico J, cada uno seleccionado de las familias
V, D y J apropiadas de segmentos génicos de inmunoglobulina en el ADN genómico.

Para aumentar la diversidad de secuencias que contribuyen a formar sitios de unión a anticuerpo, es preferible
que un transgén de cadena pesada incluya secuencias que actúan en cis que sirvan de soporte a la reorganización V-
D-J funcional que puede incorporar todo o parte de una secuencia génica de región D en una secuencia génica V-
D-J reorganizada. Típicamente, al menos aproximadamente el 1 por ciento de las cadenas pesadas codificadas por
transgén expresadas (o ARNm) incluyen secuencias de región D reconocibles en la región V. Preferiblemente, al
menos aproximadamente el 10 por ciento de las regiones V codificadas por transgén incluyen secuencias de región D
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reconocibles, más preferiblemente al menos aproximadamente el 30 por ciento y más preferiblemente más del 50 por
ciento incluyen secuencias de región D reconocibles.

Una secuencia de región D reconocible es generalmente de al menos aproximadamente ocho nucleótidos consecu-
tivos que se corresponden con una secuencia presente en un segmento génico de región D de un transgén de cadena
pesada y/o la secuencia de aminoácidos codificada por dicha secuencia de nucleótidos de región D. Por ejemplo, si
un transgén incluye el gen de región D DHQ52, un ARNm codificado por transgén que contiene la secuencia 5’-
TAACTGGG-3’ localizada en la región V entre una secuencia de segmento génico V y una secuencia de segmen-
to génico J es reconocible como un ARNm que contiene una secuencia de región D, específicamente una secuencia
DHQ52. De forma similar, por ejemplo, si un transgén incluye el gen de región D DHQ52, un polipéptido de cadena
pesada codificado por transgén que contiene la secuencia de aminoácidos -DAF- localizada en la región V entre una
secuencia de aminoácidos de segmento génico V y una secuencia de aminoácidos de segmento génico J puede reco-
nocerse como un polipéptido que contiene una secuencia de región D, específicamente una secuencia DHQ52. Sin
embargo, puesto que pueden incorporarse segmentos de región D en la unión VDJ en diversas medidas y en diversas
fases de lectura, es necesaria una comparación del área de región D de una región variable de cadena pesada con los
segmentos de región D presentes en el transgén para determinar la incorporación de segmentos D particulares. Ade-
más, la digestión con exonucleasa potencial durante la recombinación puede conducir a uniones V-D y D-J imprecisas
durante la recombinación V-D-J.

Sin embargo, debido a la mutación somática y a la adición de región N, algunas secuencias de región D pueden
ser reconocibles pero pueden no corresponder de manera idéntica con una secuencia de región D consecutiva en el
transgén. Por ejemplo, una secuencia de nucleótidos 5’-CTAAXTGGGG-3’ (SEC ID Nº: 1), en la que X es A, T
o G y que se localiza en una región V de cadena pesada y flanqueada por una secuencia génica de región V y una
secuencia génica de región J puede reconocerse como correspondiente a la secuencia DHQ52 5’-CTAACTGGG-3’.
De forma similar, por ejemplo, las secuencias polipeptídicas -DAFDI- (SEC ID Nº: 2), -DYFDY- (SEC ID Nº: 3) o
-GAFDI- (SEC ID Nº: 4) localizadas en una región V y flanqueadas en el lado amino terminal por una secuencia de
aminoácidos codificada por una secuencia génica V de transgén y flanqueadas en el lado carboxi terminal por una
secuencia de aminoácidos codificada por una secuencia génica J de transgén son reconocibles como una secuencia de
región D.

Por lo tanto, como la mutación somática y la adición de región N pueden producir mutaciones en secuencias
derivadas de una región D de transgén, se proporciona la definición siguiente como guía para determinar la presencia de
una secuencia de región D reconocible. Una secuencia de aminoácidos o secuencia de nucleótidos es reconocible como
secuencia de región D si: (1) la secuencia se localiza en una región V y está flanqueada en un lado por una secuencia
génica V (secuencia de nucleótidos o secuencia de aminoácidos deducida) y en el otro lado por una secuencia génica
J (secuencia de nucleótidos o secuencia de aminoácidos deducida) y (2) la secuencia es sustancialmente idéntica o
sustancialmente similar a una secuencia génica D conocida (secuencia de nucleótidos o secuencia de aminoácidos
codificada).

La expresión “identidad sustancial”, como se usa en la presente memoria, denota una característica de una secuen-
cia polipeptídica o secuencia de ácido nucleico donde la secuencia polipeptídica tiene una identidad de secuencia de
al menos el 50 por ciento en comparación con una secuencia de referencia, con frecuencia una identidad de secuencia
de al menos aproximadamente el 80% y a veces una identidad de secuencia de más de aproximadamente el 90%, y la
secuencia de ácido nucleico tiene una identidad de secuencia de al menos el 70 por ciento en comparación con una se-
cuencia de referencia. El porcentaje de identidad de secuencia se calcula excluyendo deleciones o adiciones pequeñas
que suman un total de menos del 35 por ciento de la secuencia de referencia. La secuencia de referencia puede ser un
subconjunto de una secuencia de mayor tamaño, tal como un gen D completo; sin embargo, la secuencia de referencia
tiene una longitud de al menos 8 nucleótidos en el caso de polinucleótidos y al menos 3 restos amino de longitud en
el caso de un polipéptido. Típicamente, la secuencia de referencia tiene al menos de 8 a 12 nucleótidos o al menos
de 3 a 4 aminoácidos, y preferiblemente la secuencia de referencia es de 12 a 15 nucleótidos o más o al menos de 5
aminoácidos.

La expresión “similitud sustancial” denota una característica de una secuencia polipeptídica, donde la secuencia
polipeptídica tiene una similitud de al menos el 80 por ciento con una secuencia de referencia. El porcentaje de
similitud de secuencia se calcula puntuando aminoácidos idénticos o sustituciones conservativas de posiciones de
aminoácidos como similares. Una sustitución conservativa de posición de aminoácido es una que puede ser el resultado
de una sustitución de un solo nucleótido; un primer aminoácido se sustituye por un segundo aminoácido en el que
un codón del primer aminoácido y un codón del segundo aminoácido pueden diferir por la sustitución de un solo
nucleótido. Por lo tanto, por ejemplo, la secuencia -Lys-Glu-Arg-Val- (SEC ID Nº: 5) es sustancialmente similar a
la secuencia -Asn-Asp-Ser-Val- (SEC ID Nº: 6), puesto que la secuencia de codones -AAA-GAA-AGA-GUU- (SEC
ID Nº: 7) puede mutarse a -AAC-GAC-AGC-GUU- (SEC ID Nº: 8) introduciendo sólo 3 mutaciones de sustitución,
sustituciones de un solo nucleótido en tres de los cuatro codones originales. La secuencia de referencia puede ser un
subconjunto de una secuencia de mayor tamaño, tal como un gen D completo; sin embargo, la secuencia de referencia
tiene al menos 4 restos amino de longitud. Típicamente, la secuencia de referencia es de al menos 5 aminoácidos y
preferiblemente la secuencia de referencia es de 6 aminoácidos o más.
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El Repertorio Primario

El proceso para generar ADN que codifica los genes de inmunoglobulina de cadena ligera y pesada se produce
principalmente en células B en desarrollo. Antes de la unión de diversos segmentos génicos de inmunoglobulina, los
segmentos génicos V, D, J y constante (C) se encuentran, en su mayor parte, en grupos de segmentos génicos V, D, J y
C en los precursores de células B de repertorio primario. Generalmente, todos los segmentos génicos para una cadena
ligera o pesada se localizan en relativamente estrecha proximidad en un solo cromosoma. Dicho ADN genómico antes
de la recombinación de los diversos segmentos génicos de inmunoglobulina se denomina en la presente memoria
ADN genómico “no reorganizado”. Durante la diferenciación de células B, uno de cada uno de los miembros de
familia apropiados de los segmentos génicos V, D, J (o sólo V y J en el caso de genes de cadena ligera) se recombina
para formar genes de inmunoglobulina de cadena ligera y pesada funcionalmente reorganizados. Dicha reorganización
funcional es de los segmentos de región variable para formar ADN que codifica una región variable funcional. Este
proceso de reorganización de segmento génico parece ser secuencial. En primer lugar, se generan uniones D a J de
la cadena pesada, seguidas de uniones V a DJ de la cadena pesada y uniones V a J de la cadena ligera. El ADN
que codifica la forma inicial de una región variable funcional en una cadena ligera y/o pesada se denomina “ADN
funcionalmente reorganizado” o “ADN reorganizado”. En el caso de la cadena pesada, dicho ADN se denomina
“ADN de cadena pesada reorganizado” y en el caso de la cadena ligera, dicho ADN se denomina “ADN de cadena
ligera reorganizado”. Se usa un lenguaje similar para describir la reorganización funcional de los transgenes de la
invención.

La recombinación de segmentos génicos de región variable para formar regiones variables de cadena ligera y
pesada funcionales está mediada por secuencias señal de recombinación (RSS) que flanquean segmentos V, D y J
recombinatoriamente competentes. Las RSS necesarias y suficientes para dirigir la recombinación comprenden un
heptámero con simetría díada, un nonámero rico en AT y una región espaciadora intermedia de 12 ó 23 pares de
bases. Estas señales están conservadas entre los diferentes loci y especies que llevan a cabo la recombinación D-J
(o V-J) y son funcionalmente intercambiables. Véase Oettinger, et al. (1990), Science, 248,1517-1523 y referencias
citadas en la misma. El heptámero comprende la secuencia CACAGTG o su análogo seguido de un espaciador de
secuencia no conservada y después un nonámero que tiene la secuencia ACAAAAACC o su análogo. Estas secuencias
se encuentran en el segmento génico J, o en el lado de cadena abajo de cada uno de los segmentos génicos V y
D. Precediendo inmediatamente a los segmentos D y J de la línea germinal hay de nuevo dos secuencias señal de
recombinación, primero el nonámero y después el heptámero de nuevo separados por una secuencia no conservada.
Las secuencias heptamérica y nonamérica después de un segmento VL, VH o D son complementarias a las que preceden
a los segmentos JL, D o JH anteriores con los que se recombinan. Los espaciadores entre las secuencias heptaméricas
y nonaméricas son de 12 pares de bases de longitud o de entre 22 y 24 pares de bases de longitud.

Además de la reorganización de los segmentos V, D y J, se genera una diversidad adicional en el repertorio primario
de cadena ligera y pesada de inmunoglobulina por medio de recombinación variable entre los segmentos V y J en la
cadena ligera y entre los segmentos D y J de la cadena pesada. Dicha recombinación variable se genera por variación
en el lugar exacto en el que se unen dichos segmentos. Dicha variación en la cadena ligera se produce típicamente
dentro del último codón del segmento génico V y del primer codón del segmento J. Se produce una imprecisión similar
en la unión en el cromosoma de cadena pesada entre los segmentos D y JH y puede prolongarse a lo largo de hasta 10
nucleótidos. Además, pueden insertarse varios nucleótidos entre D y JH y entre los segmentos génicos VH y D que no
están codificados por ADN genómico. La adición de estos nucleótidos se conoce como diversidad de región N.

Después de la reorganización de VJ y/o VDJ, la transcripción de la región variable reorganizada y uno o más
segmentos génicos de la región constante localizados cadena abajo de la región variable reorganizada produce un
transcrito de ARN primario que tras un corte y empalme de ARN apropiado da como resultado un ARNm que codifica
una cadena de inmunoglobulina de cadena ligera o pesada de longitud completa. Dichas cadenas ligera y pesada
incluyen una secuencia señal líder para efectuar la secreción por y/o la inserción de la inmunoglobulina en la región
transmembrana de la célula B. El ADN que codifica esta secuencia señal está contenido dentro del primer exón del
segmento V usado para formar la región variable de la cadena de inmunoglobulina ligera o pesada. También están
presentes secuencias reguladoras apropiadas en el ARNm para controlar la traducción del ARNm para producir los
polipéptidos de inmunoglobulina de cadena ligera y pesada codificados que tras una asociación apropiada entre sí
forman una molécula de anticuerpo.

El efecto neto de dichas reorganizaciones en los segmentos génicos de la región variable y la recombinación
variable que puede producirse durante dicha unión es la producción de un repertorio de anticuerpos primarios. Gene-
ralmente, cada célula B que se ha diferenciado hasta esta fase, produce un solo repertorio de anticuerpos primarios.
Durante este proceso de diferenciación se producen acontecimientos celulares que suprimen la reorganización funcio-
nal de segmentos génicos distintos de los contenidos dentro del gen de Ig funcionalmente reorganizado. El proceso
por el que células B diploides mantienen dicha monoespecificidad se denomina exclusión alélica.

El Repertorio Secundario

Clones de células B que expresan inmunoglobulinas del conjunto de secuencias que comprenden el repertorio pri-
mario están inmediatamente disponibles para responder a antígenos extraños. Debido a la diversidad limitada generada
por unión simple de VJ y VDJ, los anticuerpos producidos por la denominada respuesta primaria son de relativamente
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baja afinidad. Dos tipos diferentes de células B componen esta respuesta inicial: precursores de células formadoras de
anticuerpos primarios y precursores de células B de repertorio secundario (Linton et al., Cell 59: 1049-1059 (1989)).
El primer tipo de células B madura en células plasmáticas secretoras de IgM en respuesta a ciertos antígenos. Las otras
células B responden a una exposición inicial a antígeno al entrar en una ruta de maduración dependiente de células T.

Durante la maduración dependiente de células T de clones de células B estimulados por antígeno, la estructura de
la molécula de anticuerpo en la superficie celular cambia de dos formas: la región constante cambia a un subtipo no
IgM y la secuencia de la región variable puede modificarse por múltiples sustituciones de un solo aminoácido para
producir una molécula de anticuerpo de mayor afinidad.

Como se ha indicado anteriormente, cada región variable de una cadena de Ig pesada o ligera contiene un dominio
de unión a antígeno. Se ha determinado por secuenciación de ácidos nucleicos y aminoácidos que se produce mutación
somática durante la respuesta secundaria por toda la región V incluyendo las tres regiones determinantes de comple-
mentariedad (CDR1, CDR2 y CDR3) también denominadas regiones hipervariables 1, 2 y 3 (Kabat et al. Sequences
of Proteins of Immunological Interest (1991) U.S. Department of Health and Human Services, Washington, DC, in-
corporada en la presente memoria como referencia. La CDR1 y la CDR2 se localizan dentro del segmento génico
variable, mientras que la CDR3 es en su mayor parte el resultado de la recombinación entre segmentos génicos V y
J o segmentos génicos V, D y J. Esas porciones de la región variable que no consisten en CDR1, 2 ó 3 se denominan
comúnmente regiones flanqueantes designadas FR1, FR2, FR3 y FR4. Véase la Figura 1. Durante la hipermutación, el
ADN reorganizado se muta para dar origen a nuevos clones con moléculas de Ig alteradas. Esos clones con mayores
afinidades por el antígeno extraño se expanden selectivamente por células T auxiliares dando origen a maduración
por afinidad del anticuerpo expresado. La selección clonal da como resultado típicamente la expresión de clones que
contienen una nueva mutación dentro de las regiones CDR1, 2 y/o 3. Sin embargo, también se producen mutaciones
fuera de estas regiones que influyen en la especificidad y afinidad del dominio de unión a antígeno.

Animales Transgénicos No Humanos Capaces de Producir Anticuerpo Heterólogo

Los animales transgénicos no humanos en un aspecto de la invención se producen introduciendo al menos uno de
los transgenes de inmunoglobulina de la invención (analizado a continuación en la presente memoria) en un cigoto
o embrión temprano de un animal no humano. Los animales no humanos que se usan en la invención comprenden
generalmente cualquier mamífero que sea capaz de reorganizar segmentos génicos de inmunoglobulina para producir
una respuesta de anticuerpos primarios. Dichos animales transgénicos no humanos pueden incluir, por ejemplo, cerdos
transgénicos, ratas transgénicas, conejos transgénicos, ganado transgénico y otras especies animales transgénicas,
particularmente especies de mamífero conocidas en la técnica. Un animal no humano particularmente preferido es el
ratón u otros miembros de la familia de roedores.

Sin embargo, la invención no se limita al uso de ratones. En su lugar, puede usarse cualquier mamífero no humano
que sea capaz de montar una respuesta de anticuerpos primarios y secundarios. Dichos animales incluyen primates no
humanos, tales como chimpancés, especies bovinas, ovinas y porcinas, otros miembros de la familia de roedores, por
ejemplo, rata, así como conejo y cobaya. Son animales particularmente preferidos ratón, rata, conejo y cobaya, más
preferiblemente ratón.

En una realización de la invención, se usan diversos segmentos génicos del genoma humano en transgenes de
cadena pesada y ligera en una forma no reorganizada. En esta realización, dichos transgenes se introducen en ratones.
Los segmentos génicos no reorganizados del transgén de cadena pesada y/o ligera tienen secuencias de ADN únicas
para la especie humana que son diferenciables de los segmentos génicos de inmunoglobulina endógena en el genoma
de ratón. Pueden detectarse fácilmente en forma no reorganizada en la línea germinal y células somáticas que no
consisten en células B y en forma reorganizada en células B.

En una realización alternativa de la invención, los transgenes comprenden transgenes de inmunoglobulina de cade-
na ligera y/o pesada reorganizados. Los segmentos específicos de dichos transgenes correspondientes a segmentos VDJ
o VJ funcionalmente reorganizados contienen secuencias de ADN de inmunoglobulina que también son claramente
distinguibles de los segmentos génicos de inmunoglobulina endógenos en el ratón.

Dichas diferencias en la secuencia de ADN también se reflejan en la secuencia de aminoácidos codificada por
dichos transgenes de inmunoglobulina humana en comparación con los codificados por células B de ratón. Por lo
tanto, pueden detectarse secuencias de aminoácidos de inmunoglobulina humana en los animales transgénicos no
humanos de la invención con anticuerpos específicos para epítopos de inmunoglobulina codificados por segmentos
génicos de inmunoglobulina humana.

Las células B transgénicas que contienen transgenes no reorganizados de ser humano u otras especies recombinan
funcionalmente los segmentos génicos apropiados para formar regiones variables de cadena pesada y ligera funcional-
mente reorganizadas. Será fácilmente evidente que el anticuerpo codificado por dichos transgenes reorganizados tiene
una secuencia de ADN y/o aminoácidos que es heteróloga a la que se encuentra normalmente en el animal no humano
usado para la práctica de la invención.
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Transgenes no Reorganizados

Como se usa en la presente memoria, un “transgén de cadena pesada de inmunoglobulina no reorganizado” com-
prende un ADN que codifica al menos un segmento génico variable, un segmento génico de diversidad, un segmento
génico de unión y un segmento génico de región constante. Cada uno de los segmentos génicos de dicho transgén de
cadena pesada procede de o tiene una secuencia correspondiente a un ADN que codifica segmentos génicos de cade-
na pesada de inmunoglobulina de una especie que no consiste en el animal no humano en el que se introduce dicho
transgén. De forma similar, como se usa en la presente memoria, un “transgén de cadena ligera de inmunoglobulina no
reorganizado” comprende un ADN que codifica al menos un segmento génico variable, un segmento génico de unión
y al menos un segmento génico de región constante en el que cada segmento génico de dicho transgén de cadena
ligera procede de o tiene una secuencia correspondiente a un ADN que codifica segmentos génicos de cadena ligera
de inmunoglobulina de una especie que no consiste en el animal no humano en el que se introduce dicho transgén de
cadena ligera.

Dichos transgenes de cadena ligera y pesada en este aspecto de la invención contienen los segmentos génicos
identificados anteriormente en una forma no reorganizada. Por lo tanto, interpuesto entre los segmentos V, D y J en
el transgén de cadena pesada y entre los segmentos V y J en el transgén de cadena ligera hay secuencias señal de
recombinación apropiadas (RSS). Además, dichos transgenes también incluyen señales de corte y empalme de ARN
apropiadas para unir un segmento génico de región constante con la región variable reorganizada VJ o VDJ.

Para facilitar el cambio de isotipo dentro de un transgén de cadena pesada que contiene más de un segmento génico
de región C, por ejemplo, Cµ y Cγ1 del genoma humano, como se explica a continuación, se incorporan “regiones
de cambio” cadena arriba de cada uno de los segmentos génicos de región constante y cadena abajo de los segmen-
tos génicos de región variable para permitir la recombinación entre dichas regiones constantes para proporcionar el
cambio de clase de la inmunoglobulina, por ejemplo, de IgM a IgG. Dichos transgenes de inmunoglobulina de ca-
dena ligera y pesada también contienen secuencias de control de la transcripción incluyendo regiones promotoras
situadas cadena arriba de los segmentos génicos de región variable que contienen típicamente motivos TATA. Una
región promotora puede definirse aproximadamente como una secuencia de ADN que, cuando se une operativamente
a una secuencia cadena abajo, puede producir la transcripción de la secuencia cadena abajo. Los promotores pueden
requerir la presencia de secuencias que actúan en cis unidas adicionales para producir una transcripción eficaz. Ade-
más, preferiblemente se incluyen otras secuencias que participan en la transcripción de transcritos estériles. Pueden
encontrarse ejemplos de secuencias que participan en la expresión de transcritos estériles en la bibliografía publicada,
incluyendo Rothman et al., Intl. Immunol. 2: 621-627(1990); Reid et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86: 840-844
(1989); Stavnezer et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 7704-7708 (1988); y Mills et al., Nucl. Acids Res. 18: 7305-
7316 (1991), incorporándose cada una de ellas en la presente memoria como referencia. Estas secuencias incluyen tí-
picamente aproximadamente al menos 50 pb inmediatamente cadena arriba de una región de cambio, preferiblemente
aproximadamente 200 pb cadena arriba de una región de cambio; y más preferiblemente aproximadamente al menos
200-1000 pb o más cadena arriba de una región de cambio. Aparecen secuencias adecuadas inmediatamente cadena
arriba de las regiones de cambio Sγ1, Sγ2, Sγ3, Sγ4, Sα1, Sα2 y Sε humanas; las secuencias inmediatamente cadena arriba
de las regiones de cambio Sγ1 y Sγ3 humanas pueden usarse ventajosamente, prefiriéndose generalmente Sγ1. Como
alternativa o en combinación, pueden usarse secuencias de cambio de Ig murina; frecuentemente puede ser ventajoso
emplear secuencias de cambio de Ig de la misma especie que el animal no humano transgénico. Además, se incluyen
preferiblemente elementos reguladores de la transcripción inducibles por interferón (IFN), tales como potenciadores
inducibles por IFN, inmediatamente cadena arriba de las secuencias de cambio de transgén.

Además de promotores, se usan otras secuencias reguladoras que funcionan principalmente en células de linaje
B. Por lo tanto, por ejemplo, se usa una secuencia potenciadora de cadena ligera situada preferiblemente entre los
segmentos génicos de región constante y J en el transgén de cadena ligera para potenciar la expresión del transgén,
facilitando de este modo la exclusión alélica. En el caso del transgén de cadena pesada, también se emplean potencia-
dores reguladores. Dichas secuencias reguladoras se usan para maximizar la transcripción y traducción del transgén
de modo que se induzca exclusión alélica y para proporcionar niveles relativamente altos de expresión del transgén.

Aunque el promotor anterior y las secuencias de control reguladoras potenciadoras se han descrito genéricamente,
dichas secuencias reguladoras pueden ser heterólogas para el animal no humano que procede del ADN genómico del
que se obtienen segmentos génicos de inmunoglobulina de transgén heterólogo. Como alternativa, dichos segmentos
génicos reguladores proceden de las secuencias reguladoras correspondientes en el genoma del animal no humano, o
especies estrechamente relacionadas, que contienen el transgén de cadena ligera y pesada.

En las realizaciones preferidas, los segmentos génicos proceden de seres humanos. Los animales transgénicos no
humanos que albergan dichos transgenes de cadena pesada y ligera son capaces de montar una respuesta inmune
mediada por Ig contra un antígeno específico administrado a dicho animal. Dentro de dicho animal se producen
células B que son capaces de producir un anticuerpo humano heterólogo. Después de la inmortalización y de la
selección de un anticuerpo monoclonal apropiado (Mab), por ejemplo, un hibridoma, se proporciona una fuente de
anticuerpo monoclonal humano terapéutico. Dichos Mab humanos tienen una inmunogenicidad significativamente
reducida cuando se administran terapéuticamente a seres humanos.

Aunque las realizaciones preferidas describen la construcción de transgenes de cadena ligera y pesada que contie-
nen segmentos génicos humanos, la invención no está limitada a esto. A este respecto, se entenderá que los contenidos

20



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 345 580 T3

descritos en la presente memoria pueden adaptarse fácilmente para utilizar segmentos génicos de inmunoglobulina
de una especie distinta de seres humanos. Por ejemplo, además del tratamiento terapéutico de seres humanos con los
anticuerpos de la invención, pueden utilizarse anticuerpos terapéuticos codificados por segmentos génicos apropiados
para generar anticuerpos monoclonales para su uso en las ciencias veterinarias.

Transgenes Reorganizados

En una realización alternativa, los animales transgénicos no humanos contienen funcionalmente al menos un trans-
gén de inmunoglobulina de cadena pesada heterólogo reorganizado en la línea germinal del animal transgénico. Dichos
animales contienen células B de repertorio primario que expresan dichos transgenes de cadena pesada reorganizados.
Dichas células B preferiblemente son capaces de experimentar una mutación somática cuando se ponen en contacto
con un antígeno para formar un anticuerpo heterólogo que tiene alta afinidad y especificidad por el antígeno. Dichos
transgenes reorganizados contendrán al menos dos genes CH y las secuencias asociadas necesarias para el cambio de
isotipo.

La invención también incluye animales transgénicos que contienen células de la línea germinal que tienen trans-
genes de cadena ligera y pesada en los que uno de dichos transgenes contiene segmentos génicos reorganizados con-
teniendo el otro segmentos génicos no reorganizados. En dichos animales, los transgenes de cadena pesada tendrán al
menos dos genes CH y las secuencias asociadas necesarias para el cambio de isotipo.

La invención incluye además métodos para generar un repertorio de segmentos génicos de región variable sintéticos
a usar en los transgenes de la invención. El método comprende generar una población de ADN de segmento V de
inmunoglobulina en la que cada uno de los ADN de segmento V codifica un segmento V de inmunoglobulina y
contiene en cada extremo un sitio de reconocimiento de escisión de una endonucleasa de restricción. La población de
ADN de segmento V de inmunoglobulina se concatena después de eso para formar el repertorio de segmentos V de
inmunoglobulina sintéticos. Dichos transgenes de cadena pesada de región variable sintéticos tendrán al menos dos
genes CH y las secuencias asociadas necesarias para el cambio de isotipo.

Cambio de Isotipo

En el desarrollo de un linfocito B, la célula inicialmente produce IgM con una especificidad de unión determinada
por las regiones VH y VL productivamente reorganizadas. Posteriormente, cada célula B y sus células descendientes
sintetizan anticuerpos con las mismas regiones V de cadena L y H, pero pueden cambiar el isotipo de la cadena H.

El uso de regiones constantes µ o δ se determina en gran parte por corte y empalme alternativo, permitiendo que
se co-expresen en una sola célula IgM e IgD. Los otros isotipos de cadena pesada (γ, α y ε) se expresan solamente
de forma nativa después de que un acontecimiento de reorganización génica delecione los exones Cµ y Cδ. Este
proceso de reorganización génica, denominado cambio de isotipo, se produce típicamente por recombinación entre los
denominados segmentos de cambio localizados inmediatamente cadena arriba de cada gen de cadena pesada (excepto
δ). Los segmentos de cambio individuales son de entre 2 y 10 kb de longitud y consisten principalmente en secuencias
repetidas cortas. Para los acontecimientos de cambio de clase individuales difiere el punto exacto de recombinación.
Las investigaciones que han usado cinética de hibridación en solución o transferencia de Southern con sondas de CH
derivadas de ADNc han confirmado que el cambio puede estar asociado con pérdida de secuencias CH de la célula.

La región de cambio (S) del gen µ, Sµ, se localiza aproximadamente en 1 a 2 kb en posición 5’ con respecto a la
secuencia codificante y está compuesta por numerosas repeticiones en tándem de secuencias de la forma (GAGCT)n
(GGGGT) (SEC ID Nº: 9-24), donde n es habitualmente de 2 a 5 pero puede variar hasta 17. (Véase T. Nikaido et al.
Nature 292:845-848 (1981)).

Se han descubierto secuencias de cambio repetitivas internamente similares que abarcan varios kilobases en posi-
ción 5’ con respecto a otros genes CH. La región Sα se ha secuenciado y se ha descubierto que consiste en unidades
de homología de 80 pb repetidas en tándem, mientras que las Sγ2a, Sγ2b y Sγ3 murinas contienen, todas ellas, unidades
de homología de 49 pb repetidas muy similares entre sí. (Véase, P. Szurek et al., J. Immunol 135:620-626 (1985) y
T. Nikaido et al., J. Biol. Chem. 257:7322-7329 (1982), que se incorporan en la presente memoria como referencia).
Todas las regiones S secuenciadas incluyen numerosas apariciones de los pentámeros GAGCT y GGGGT que son
los elementos básicos repetidos básicos del gen Sµ (T. Nikaido et al., J. Biol. Chem. 257:7322-7329 (1982), que se
incorpora en la presente memoria como referencia); en las otras regiones S, estos pentámeros no están precisamente
repetidos en tándem como en Sµ sino que en su lugar están incluidos en unidades de repetición más grandes. La región
Sγ1 tiene una estructura de orden superior adicional: dos secuencias de repetición directa flanquean cada uno de dos
grupos de repeticiones en tándem de 49 pb. (Véase M. R. Mowatt et al., J. Immunol. 136:2674-2683 (1986), que se
incorpora en la presente memoria como referencia).

Se han descubierto que regiones de cambio de genes de cadena H humana son muy similares a sus homólogos
de ratón. De hecho, se ha descubierto que la similitud entre pares de clones de ratón y humanos en posición 5’ con
respecto a los genes CH está limitada a las regiones S, un hecho que confirma el significado biológico de estas regiones.

Una recombinación de cambio entre genes µ y α produce una secuencia Sµ-Sα compuesta. Típicamente, no existe
un sitio específico, ni en Sµ ni en cualquier otra región S, donde se produce siempre la recombinación.
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Generalmente, a diferencia de la maquinaria enzimática de la recombinación V-J, aparentemente la máquina de
cambio puede alojar diferentes alineamientos de las regiones homólogas repetidas de los precursores S de línea ger-
minal y después unir las secuencias en diferentes posiciones dentro del alineamiento. (Véase, T. H. Rabbits et al.,
Nucleic Acids Res. 9:4509-4524 (1981) y J. Ravetch et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:6734-6738 (1980), que se
incorporan en la presente memoria como referencia).

Se desconocen los detalles exactos del mecanismo (o mecanismos) de activación selectiva de cambio a un isotipo
particular. Aunque influencias exógenas tales como linfocinas y citocinas podrían regular positivamente las recom-
binasas específicas de isotipo, también es posible que la misma maquinaria enzimática catalice cambios a todos los
isotipos y que la especificidad se encuentre en la dirección de esta maquinaria a regiones de cambio específicas.

Se ha desmostrado que las linfocinas derivadas de células T IL-4 e IFNγ promueven específicamente la expresión
de ciertos isotipos: en el ratón, la IL-4 disminuye la expresión de IgM, IgG2a, IgG2b e IgG3 y aumenta la expresión
de IgE e IgG1; mientras que el IFNγ estimula selectivamente la expresión de IgG2a y antagoniza el aumento inducido
por IL-4 de la expresión de IgE e IgG1 (Coffman et al., J. Immunol. 136: 949 (1986) y Snapper et al., Science 236:
944 (1987), que se incorporan en la presente memoria como referencia). Una combinación de IL-4 e IL-5 promueve
la expresión de IgA (Coffman et al., J. Immunol. 139: 3685 (1987), que se incorpora en la presente memoria como
referencia).

La mayoría de los experimentos que implican efectos de células T sobre el cambio no han descartado la posibilidad
de que el aumento observado en células con recombinaciones de cambio particulares pueda reflejar la selección de
células pre-cambiadas o pre-comprometidas; pero la explicación más probable es que las linfocinas promueven en
realidad la recombinación de cambio.

La inducción de cambio de clase parece estar asociada con transcritos estériles que se inician cadena arriba de los
segmentos de cambio (Lutzker et al., Mol. Cell. Biol. 8:1849 (1988); Stavnezer et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA.
85:7704 (1988); Esser y Radbruch, EMBO J. 8:483 (1989); Berton et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 86:2829 (1989);
Rothman et al. Int. Immunol. 2:621 (1990), cada uno de los cuales se incorpora como referencia). Por ejemplo, la
inducción observada del transcrito estéril γ1 por IL-4 e inhibición por IFN-γ se correlaciona con la observación de
que la IL-4 promueve el cambio de clase a γ1 en células B en cultivo, mientras que el IFN-γ inhibe la expresión de
γ1. Por lo tanto, la inclusión de secuencias reguladoras que afectan a la transcripción de transcritos estériles también
puede afectar a la velocidad de cambio de isotipo. Por ejemplo, puede esperarse que el aumento de la transcripción de
un transcrito estéril particular típicamente aumente la frecuencia de recombinación de cambio de isotipo que implica
secuencias de cambio adyacentes.

Por estas razones, es preferible que los transgenes incorporan secuencias reguladoras de la transcripción dentro
de aproximadamente 1-2 kb cadena arriba de cada región de cambio que se va a utilizar para el cambio de isotipo.
Estas secuencias reguladoras de la transcripción incluyen preferiblemente un promotor y un elemento potenciador,
y más preferiblemente incluyen la región flanqueante 5’ (es decir, cadena arriba) que está naturalmente asociada (es
decir, aparece en la configuración de la línea germinal) con una región de cambio. Esta región flanqueante 5’ es
típicamente de aproximadamente al menos 50 nucleótidos de longitud, preferiblemente de aproximadamente al menos
200 nucleótidos de longitud y más preferiblemente de al menos 500-1000 nucleótidos.

Aunque una secuencia flanqueante 5’ de una región de cambio puede unirse operativamente a una región de cambio
diferente para la construcción de un transgén (por ejemplo, una secuencia flanqueante 5’ del cambio Sγ1 humano puede
injertarse inmediatamente cadena arriba del cambio Sα1; una región flanqueante Sγ1 murina puede injertarse adyacente
a una secuencia de cambio γ1 humana; o el cambio Sγ1 murino puede injertarse sobre la región codificante γ1 humana),
en algunas realizaciones se prefiere que cada región de cambio incorporada en la construcción de transgén tenga la
región flanqueante 5’ que aparece inmediatamente cadena arriba en la configuración de línea germinal de origen
natural.

Anticuerpos Monoclonales

Pueden obtenerse anticuerpos monoclonales por diversas técnicas con las que estarán familiarizados los expertos
en la materia. En resumen, se inmortalizan células de bazo de un animal inmunizado con un antígeno deseado, co-
múnmente por fusión con una célula de mieloma (véase, Kohler y Milstein, Eur. J. Immunol., 6:511-519 (1976)). Los
métodos alternativos de inmortalización incluyen la transformación con Virus de Epstein Barr, oncogenes o retrovirus,
u otros métodos bien conocidos en la técnica. Las colonias que surgen de células inmortalizadas individuales se explo-
ran con respecto a la producción de anticuerpos de la especificidad y afinidad deseada por el antígeno, y el rendimiento
de los anticuerpos monoclonales producidos por dichas células puede aumentarse por diversas técnicas, incluyendo
inyección en la cavidad peritoneal de un hospedador vertebrado. Se analizan diversas técnicas útiles en estos campos,
por ejemplo, en Harlow y Lane, Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor, Nueva York (1988), inclu-
yendo: inmunización de animales para producir inmunoglobulinas; producción de anticuerpos monoclonales; marcaje
de inmunoglobulinas para su uso como sondas; purificación de inmunoafinidad; e inmunoensayos.
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El Repertorio Primario Transgénico

A. Los Loci de Inmunoglobulina Humanos

Un requisito importante para la función del transgén es la generación de un repertorio de anticuerpos primarios que
sea lo suficientemente diverso para provocar una respuesta inmune secundaria para una amplia variedad de antígenos.
El gen de cadena pesada reorganizado consiste en un exón de péptido señal, un exón de región variable y una serie en
tándem de regiones de región constante multi-dominio, cada una de las cuales está codificada por varios exones. Cada
uno de los genes de región constante codifica la porción constante de una clase diferente de inmunoglobulinas. Durante
el desarrollo de células B, se delecionan regiones constantes proximales a la región V que conducen a la expresión de
nuevas clases de cadena pesada. Para cada clase de cadena pesada, patrones alternativos de corte y empalme de ARN
dan origen tanto a inmunoglobulinas transmembrana como a inmunoglobulinas secretadas.

Se estima que el locus de cadena pesada humano consiste en aproximadamente 200 segmentos génicos V (los
datos actuales confirman la existencia de aproximadamente 50-100 segmentos génicos V) que abarcan 2 Mb, aproxi-
madamente 30 segmentos génicos D que abarcan aproximadamente 40 kb, seis segmentos J agrupados dentro de un
tramo de 0,3 kb y nueve segmentos génicos de región constante dispersados sobre aproximadamente 300 kb. El locus
completo abarca aproximadamente 2,5 Mb de la porción distal del brazo largo del cromosoma 14.

B. Transgenes de Fragmento Génico

1. Transgén de Cadena Pesada

En una realización preferida, los transgenes de cadena ligera y pesada de inmunoglobulina comprenden ADN
genómico no reorganizado de seres humanos. En el caso de la cadena pesada, un transgén preferido comprende un
fragmento NotI que tiene una longitud comprendida entre 670 y 830 kb. La longitud de este fragmento es ambigua
porque el sitio de restricción 3’ no se ha mapeado con precisión. Se sabe, sin embargo, que reside entre los segmentos
génicos α1 y Ψα. Este fragmento contiene miembros de las seis familias de VH conocidas, los segmentos génicos D y
J así como las regiones constantes µ, δ, γ3, γ1 y α1 (Berman et al., EMBO J. 7:727-738 (1988), que se incorpora en la
presente memoria como referencia). Una línea de ratón transgénico que contiene este transgén expresa correctamente
una clase de cadena pesada necesaria para el desarrollo de células B (IgM) y al menos una clase de cadena pesada
cambiada (IgG1) junto con un repertorio suficientemente grande de regiones variables para provocar una respuesta
secundaria para la mayoría de los antígenos.

2. Transgén de Cadena Ligera

Un fragmento genómico que contiene todos los segmentos génicos necesarios y secuencias reguladoras de un locus
de cadena ligera humana puede construirse de forma similar. Dichos transgenes se construyen como se describe en
los ejemplos y en la solicitud en trámite junto con la presente titulada “Transgenic Non-Human Animals Capable
of Producing Heterologous Antibodies” (“Animales Transgénicos No Humanos Capaces de Producir Anticuerpos
Heterólogos”), presentada el 29 de agosto de 1990, de acuerdo con U.S.S.N. 07/574.748.

C. Transgenes Generados Intracelularmente por Recombinación In Vivo

No es necesario aislar todo o parte del locus de la cadena pesada en un solo fragmento de ADN. Por lo tanto, por
ejemplo, el fragmento NotI de 670-830 kb del locus de cadena pesada de inmunoglobulina humana puede formarse in
vivo en el animal no humano durante la transgénesis. Dicha construcción de transgén in vivo se produce introduciendo
dos o más fragmentos de ADN solapantes en un núcleo embrionario del animal no humano. Las porciones solapantes
de los fragmentos de ADN tienen secuencias de ADN que son sustancialmente homólogas. Tras la exposición a las
recombinasas contenidas dentro de los núcleos embrionarios, los fragmentos de ADN solapantes se recombinaban de
forma homóloga en una orientación apropiada para formar el fragmento de cadena pesada NotI de 670-830 kb.

Puede usarse la construcción de transgén in vivo para formar cualquier número de transgenes de inmunoglobulina
que, debido a su tamaño, son difíciles o imposibles de generar o manipular de otro modo mediante la tecnología
actual. Por lo tanto, la construcción de transgenes in vivo es útil para generar transgenes de inmunoglobulina que sean
de mayor tamaño que los fragmentos de ADN que pueden manipularse por vectores YAC (Murray y Szostak, Nature
305:189-193 (1983)). Dicha construcción de transgén in vivo puede usarse para introducir en un animal no humano
sustancialmente los loci de inmunoglobulina completos de una especie que no consiste en el animal transgénico no
humano.

Además de formar transgenes de inmunoglobulina genómicos, también puede utilizarse la recombinación homó-
loga in vivo para formar transgenes de “mini-locus” como se describe en los Ejemplos.

En las realizaciones preferidas que utilizan construcción de transgenes in vivo, cada fragmento de ADN solapante
tiene preferiblemente una secuencia de ADN solapante sustancialmente homóloga entre la porción terminal de un
fragmento de ADN y la porción terminal de un segundo fragmento de ADN. Dichas porciones solapantes de los
fragmentos de ADN comprenden preferiblemente de aproximadamente 500 pb a aproximadamente 2000 pb, más
preferiblemente de 1,0 kb a 2,0 kb. La recombinación homóloga de fragmentos de ADN solapantes para formar
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transgenes in vivo se describe adicionalmente en la solicitud de patente de Estados Unidos de cesión común titulada
“Intracellular Generation of DNA by Recombination of DNA Fragments” presentada el 29 de agosto de 1990, de
acuerdo con U.S.S.N. 07/574.747.

D. Transgenes de Minilocus

Como se usa en la presente memoria, la expresión “minilocus de inmunoglobulina” se refiere a una secuencia de
ADN (que puede incluirse en una secuencia de mayor tamaño) habitualmente de menos de aproximadamente 150 kb,
típicamente de entre aproximadamente 25 y 100 kb, que contiene al menos uno de cada uno de los siguientes: un
segmento génico variable (V) funcional, un segmento de región de unión (J) funcional, al menos un segmento génico
de región constante (C) funcional y - si es un minilocus de cadena pesada - un segmento de región de diversidad (D)
funcional de modo que dicha secuencia de ADN contiene al menos una discontinuidad sustancial (por ejemplo, una
deleción, habitualmente de al menos aproximadamente 2 a 5 kb, preferiblemente de 10-25 kb o más, respecto a la
secuencia de ADN genómico homólogo). Un transgén de minilocus de cadena ligera tendrá una longitud de al menos
25 kb, típicamente de 50 a 60 kb. Un transgén de cadena pesada será típicamente de aproximadamente 70 a 80 kb de
longitud, preferiblemente de al menos aproximadamente 60 kb con dos regiones constantes unidas operativamente a
regiones de cambio. Además, los elementos individuales del minilocus están preferiblemente en la configuración de
línea germinal y son capaces de experimentar reorganización génica en la célula pre-B de un animal transgénico de
modo que exprese moléculas de anticuerpo funcionales con diversas especificidades de antígeno codificadas totalmente
por los elementos del minilocus. Además, un minilocus de cadena pesada que comprende al menos dos genes CH y las
secuencias de cambio necesarias es típicamente capaz de experimentar cambio de isotipo, de modo que se generarán
moléculas de anticuerpo funcionales de diferentes clases de inmunoglobulina. Dicho cambio de isotipo puede suceder
in vivo en células B que residen dentro del animal no transgénico no humano o puede suceder en células cultivadas del
linaje de células B que se han explantado a partir del animal transgénico no humano.

En una realización preferida alternativa, los transgenes de cadena pesada de inmunoglobulina comprenden uno o
más de cada uno de los segmentos génicos VH, D y JH y dos o más de los genes CH. Al menos uno de cada segmento
génico de tipo apropiado se incorpora en el transgén de minilocus. Con respecto a los segmentos CH para el transgén de
cadena pesada, se prefiere que el transgén contenga al menos un segmento génico µ y al menos otro segmento génico
de región constante, más preferiblemente un segmento génico γ y más preferiblemente γ3 o γ1. Esta preferencia es
para permitir el cambio de clase entre las formas IgM e IgG de la inmunoglobulina codificada y la producción de
una forma secretable de inmunoglobulina que no sea IgM de alta afinidad. También pueden usarse otros segmentos
génicos de región constante tales como los que codifican la producción de IgD, IgA e IgE.

Los expertos en la materia también construirán transgenes en los que el orden de aparición de genes CH de cadena
pesada será diferente del orden espacial de origen natural encontrado en la línea germinal de la especie que sirve como
donante de los genes CH.

Además, los expertos en la materia pueden seleccionar genes CH a partir de más de un individuo de una especie
(por ejemplo, genes CH alogénicos) e incorporar dichos genes en el transgén como genes CH supernumerarios capaces
de experimentar cambio de isotipo; el animal transgénico no humano resultante puede entonces, en algunas realiza-
ciones, generar anticuerpos de diversas clases incluyendo todos los alotipos representados en las especies de las que
se obtienen los genes CH de transgén.

Además, los expertos en la materia pueden seleccionar genes CH de diferentes especies para incorporarlos en el
transgén. Con cada gen CH se incluyen secuencias de cambio funcionales, aunque las secuencias de cambio usadas no
son necesariamente las que aparecen de forma natural adyacentes al gen CH. Las combinaciones de genes CH interespe-
cie producirán un animal transgénico no humano que puede producir anticuerpos de diversas clases correspondientes
a genes CH de diversas especies. Los animales transgénicos no humanos que contienen transgenes CH interespecie
pueden servir como fuente de células B para construir hibridomas para producir anticuerpos monoclonales para usos
veterinarios.

Los segmentos de región J de cadena pesada en ser humano comprenden seis segmentos J funcionales y tres
pseudogenes agrupados en una extensión de 3 kb de ADN. Dado su tamaño relativamente compacto y la capacidad de
aislar estos segmentos junto con el gen µ y la porción 5’ del gen δ en un solo fragmento SFiI/SpI de 23 kb (Sado et
al., Biochem. Biophys. Res. Comm. 154: 264271 (1988), que se incorpora en la presente memoria como referencia),
se prefiere que todos los segmentos génicos de región J se usen en la construcción de mini-locus. Puesto que este
fragmento abarca la región entre los genes µ y δ, es probable que contenga todos los elementos reguladores unidos en
cis 3’ necesarios para la expresión de µ. Además, debido a que este fragmento incluye la región J completa, contiene el
potenciador de cadena pesada y la región de cambio µ (Mills et al., Nature 306: 809 (1983); Yancopoulos y Alt, Ann.
Rev. Immunol. 4: 339-368 (1986), que se incorporan en la presente memoria como referencia).También contiene los
sitios de inicio de la transcripción que provocan unión VDJ para formar células B de repertorio primario (Yancopoulos
y Alt, Cell 40: 271-281 (1985), que se incorpora en la presente memoria como referencia). Como alternativa, puede
usarse un fragmento BssHII/SpeI de 36 kb, que incluye parte de la región D, en lugar del fragmento SfiI/SpeI de 23
kb. El uso de dicho fragmento aumenta la cantidad de secuencia flanqueante 5’ para facilitar una unión de D a J eficaz.

La región D humana consiste en 4 subregiones de 9 kb homólogas unidas en tándem (Siebenlist, et al. (1981),
Nature, 294, 631-635). Cada subregión contiene hasta 10 segmentos D individuales. Algunos de estos segmentos se
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han mapeado y se muestran en la Figura 4. Se usan dos estrategias diferentes para generar una región D de mini-
locus. La primera estrategia implica usar sólo los segmentos D localizados en una extensión contigua corta de ADN
que incluye una o dos de las subregiones D repetidas. Un candidato es un solo fragmento de 15 kb que contiene
12 segmentos D individuales. Esta pieza de ADN consiste en 2 fragmentos EcoRI contiguos y se ha secuenciado
completamente (Ichihara, et al. (1988), EMBO J., 7, 4141-4150). Doce segmentos D deberían ser suficientes para un
repertorio primario. Sin embargo, dada la naturaleza dispersa de la región D, una estrategia alternativa es ligar entre
sí varios fragmentos que contienen segmentos D no contiguos para producir una pieza más pequeña de ADN con un
mayor número de segmentos. Pueden identificarse genes de segmento D adicionales, por ejemplo, por la presencia
de secuencias de nanómero y heptámero flanqueantes características, como se ha mencionado anteriormente, y por
referencia a la bibliografía.

Se usa al menos uno y preferiblemente más de un segmento génico V para construir el transgén de minilocus
de cadena pesada. Pueden aislarse segmentos V reorganizados o no reorganizados con o sin secuencias flanqueantes
como se describe en las solicitudes en trámite junto con la presente U.S.S.N. 07/574.748 presentada el 29 de agosto de
1990, PCT/US91/06185 es presentada el 28 de agosto de 1991 y U.S.S.N. 07/810.279 presentada el 17 de diciembre
de 1991, cada una de las cuales se incorpora en la presente memoria como referencia.

Pueden aislarse segmentos V, segmentos D, segmentos J y genes C reorganizados o no reorganizados con o sin
secuencias flanqueantes, como se describe en la solicitudes en trámite junto con la presente U.S.S.N. 07/574.748
presentada el 29 de agosto de 1990 y PCT/US91/06185 es presentada el 28 de agosto de 1991.

Un transgén de cadena ligera de mini-locus puede construirse de forma similar a partir del locus de inmunoglo-
bulina κ o X humano. Por lo tanto, por ejemplo, una construcción de transgén de minilocus de cadena pesada de
inmunoglobulina, por ejemplo, de aproximadamente 75 kb, que codifica las secuencias de región constante V, D y J
pueden formarse a partir de una pluralidad de fragmentos de ADN, siendo cada secuencia sustancialmente homóloga
a secuencias de genes humanos. Preferiblemente, las secuencias se unen operativamente a secuencias reguladoras de
la transcripción y son capaces de experimentar reorganización. Con dos o más secuencias de región constante situadas
apropiadamente (por ejemplo, µ y γ) y regiones de cambio, también se produce la recombinación de cambio. De forma
similar, puede formarse una construcción de transgén de cadena ligera ejemplar de forma similar a partir de una plura-
lidad de fragmentos de ADN, sustancialmente homólogos a ADN humano y capaces de experimentar reorganización,
como se describe en la solicitud en trámite junto con la presente U.S.S.N. 07/574.748 presentada el 29 de agosto de
1990.

E. Construcciones Transgénicas Con capacidad de Cambio de Isotipo

Idealmente, las construcciones transgénicas que están destinadas a experimentar cambio de clase deberían incluir
todas las secuencias que actúan en cis necesarias para regular los transcritos estériles. Las regiones de cambio de
origen natural y promotores y secuencias reguladoras cadena arriba (por ejemplo, elementos inducibles por IFN) son
secuencias que actúan en cis preferidas que se incluyen en construcciones transgénicas con capacidad de cambio de
isotipo. Aproximadamente al menos 50 pares de bases, preferiblemente aproximadamente al menos 200 pares de bases
y más preferiblemente al menos de 500 a 1000 pares de bases o más de secuencia inmediatamente cadena arriba de una
región de cambio, preferiblemente una región de cambio γ1 humana, deberían unirse operativamente a una secuencia
de cambio, preferiblemente una secuencia de cambio γ1 humana. Además, pueden unirse regiones de cambio cadena
arriba de (y adyacentes a) genes CH que no aparecen de forma natural próximos a la región de cambio particular. Por
ejemplo, pero sin limitación, una región de cambio γ1 humana puede unirse cadena arriba de un gen CH α2 humano o
un cambio γ1 murino puede unirse a un gen CH humano.

Un método alternativo para obtener cambio de isotipo no clásico (por ejemplo, deleción asociada a δ) en ratones
transgénicos implica la inclusión de las secuencias de repetición directas de 400 pb (δµ y εµ) que flanquean el gen µ
humano (Yasui et al., Eur. J. Immunol. 19: 1399 (1989)). La recombinación homóloga entre estas dos secuencias de-
leciona el gen µ en células B sólo IgD. Los transgenes de cadena pesada pueden representarse mediante la descripción
de fórmula siguiente:

en la que:

VH es un segmento génico de región variable de cadena pesada,

D es un segmento génico de región D (diversidad) de cadena pesada,

JH es un segmento génico de región J (unión) de cadena pesada,

SD es un segmento de región donante capaz de participar en un acontecimiento de recombinación con los
segmentos de región aceptora Sa de modo que se produzca el cambio de isotipo,
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C1 es un segmento génico de región constante de cadena pesada que codifica un isotipo utilizado para el des-
arrollo de células B (por ejemplo, µ o γ),

T es un segmento de región reguladora de la transcripción que actúa en cis que contiene al menos un promotor,

SA es un segmento de región aceptora capaz de participar en un acontecimiento de recombinación con segmen-
tos de región donante SD seleccionados, de modo que se produce el cambio de isotipo,

C2 es un segmento génico de región constante de cadena pesada que codifica un isotipo distinto de µ (por
ejemplo, γ1, γ2, γ3, γ4, α1, α2, ε). X, y, z, m, n, p y q son números enteros. X es 1-100, n es 0-10, y es 1-50, p es
1-10, z es 1-50, q es 0-50, m es 0-10. Típicamente, cuando el transgén es capaz de cambiar de isotipo, q debe
ser al menos 1, m es al menos 1, n es al menos 1 y m es superior a o igual a n.

Los segmentos VH, D, JH, SD, C1, T, SA, y Cz pueden seleccionarse de diversas especies, preferiblemente especies
de mamíferos y más preferiblemente de ADN de línea germinal humana y murina.

Los segmentos VH pueden seleccionarse de diversas especies, pero preferiblemente se seleccionan de segmentos VH
que aparecen de forma natural en la línea germinal humana, tales como VH251. Típicamente, se incluyen aproximada-
mente 2 segmentos génicos VH, preferiblemente se incluyen aproximadamente 4 segmentos VH y más preferiblemente
se incluyen al menos aproximadamente 10 segmentos VH.

Típicamente se incluye al menos un segmento D, aunque se incluyen preferiblemente al menos 10 segmentos D
y algunas realizaciones incluyen más de 10 segmentos D. Algunas realizaciones preferidas incluyen segmentos D
humanos.

Típicamente, al menos un segmento JH se incorpora en el transgén, aunque es preferible incluir aproximadamente
6 segmentos JH, y algunas realizaciones preferidas incluyen más de aproximadamente 6 segmentos JH. Algunas reali-
zaciones preferidas incluyen segmentos JH humanos y otras realizaciones preferidas adicionales incluyen 6 segmentos
JH humanos y ningún segmento JH no humano.

Los segmentos SD son regiones donantes capaces de participar en acontecimientos de recombinación con el seg-
mento SA del transgén. Para el cambio de isotipo clásico, SD y SA son regiones de cambio tales como Sµ, Sγ1, Sγ2, Sγ3,
Sγ4, Sα, Sα2, y Sε. Preferiblemente, las regiones de cambio son murinas o humanas, más preferiblemente SD es una Sµ
humana o murina y SA es una Sγ1 humana o murina. Para el cambio de isotipo no clásico (deleción asociada con δ), SD
y SA son preferiblemente las secuencias de repetición directa de 400 pares de bases que flanquean el gen µ humano.

Los segmentos C1 son típicamente genes µ o δ, preferiblemente un gen µ y más preferiblemente un gen µ humano
o murino.

Los segmentos T incluyen típicamente secuencias flanqueantes S’ que están adyacentes a regiones de cambio de
origen natural (es decir, línea germinal). Los segmentos T son típicamente de al menos aproximadamente 50 nucleó-
tidos de longitud, preferiblemente de aproximadamente al menos 200 nucleótidos de longitud y más preferiblemente
de al menos 500-1000 nucleótidos de longitud. Preferiblemente los segmentos T son secuencias flanqueantes 5’ que
aparecen inmediatamente cadena arriba de regiones de cambio humanas o murinas en una configuración de línea
germinal. También es evidente para los expertos en la materia que los segmentos T pueden comprender secuencias
reguladoras de la transcripción que actúan en cis que no aparecen de forma natural en una línea germinal animal (por
ejemplo, potenciadores y promotores virales tales como los que se encuentran en SV40, adenovirus y otros virus que
infectan células eucariotas).

Los segmentos C2 son típicamente un gen CH γ1, γ2, γ3, γ4, α1, α2 o ε, preferiblemente un gen CH humano de estos
isotipos y más preferiblemente un gen γ1 o γ3 humano. También puede usarse γ2a y γ2b murino, al igual que genes de
isotipo (por ejemplo, cambiado) cadena abajo de diversas especies. Cuando el transgén de cadena pesada contiene un
mini-locus de cadena pesada de inmunoglobulina, la longitud total del transgén será típicamente de 150 kilopares de
bases o menos.

En general, el transgén será distinto de un locus de Ig de cadena pesada nativo. Por lo tanto, por ejemplo, estará
presente la deleción de regiones innecesarias o sustituciones con regiones correspondientes de otras especies.

F. Métodos para Determinar el Cambio de Isotipo Funcional en Transgenes de Ig

La aparición de cambio de isotipo en un animal transgénico no humano puede identificarse por cualquier método
conocido por los expertos en la materia. Las realizaciones preferidas incluyen lo siguiente, empleado individualmente
o en combinación:

1. detección de transcritos de ARNm que contienen una secuencia homóloga al menos a un transgén cadena
abajo de un gen CH distinto de δ y una secuencia adyacente homóloga a un gen reorganizado VH-DH-JH
de transgén; dicha detección puede ser por hibridación de Northern, ensayos de protección de nucleasa S1,
amplificación por PCR, clonación de ADNc u otros métodos;
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2. detección en el suero del animal transgénico, o en sobrenadantes de cultivos de células de hibridoma gene-
radas a partir de células B del animal transgénico, de proteínas de inmunoglobulina codificadas por genes
CH cadena abajo, donde también puede demostrarse por métodos inmunológicos que dichas proteínas
comprenden una región variable funcional;

3. detección, en el ADN de células B del animal transgénico o en ADN genómico de células de hibridoma, de
reorganizaciones de ADN que concuerdan con la aparición de cambio de isotipo en el transgén, pudiendo
dicha detección realizarse por hibridación de transferencia de Southern, amplificación por PCR, clonación
genómica u otro método; o

4. identificación de otros indicios de cambio de isotipo tales como producción de transcritos estériles, pro-
ducción de enzimas características implicadas en el cambio (por ejemplo, “recombinasa de cambio”) u
otras manifestaciones que pueden detectarse, medirse u observarse por técnicas contemporáneas.

Debido a que cada línea transgénica puede representar un sitio diferente de integración del transgén y una serie
en tándem potencialmente diferente de insertos de transgén, y debido a que cada configuración diferente de transgén
y secuencias de ADN flanqueantes pueden afectar a la expresión génica, es preferible identificar y usar líneas de
ratón que expresen altos niveles de inmunoglobulinas humanas, particularmente del isotipo IgG, y contengan el menor
número de copias del transgén. Los transgénicos de una sola copia minimizan el problema potencial de una expresión
alélica incompleta. Los transgenes se integran típicamente en ADN cromosómico del hospedador, más habitualmente
en ADN de línea germinal y se propagan por cría posterior de animales de reserva de reproducción transgénicos de la
línea germinal. Sin embargo, otros vectores y métodos transgénicos conocidos en la presente técnica o desarrollados
posteriormente pueden sustituirse según sea apropiado y según se desee por el experto en la materia.

Se puede producir un cambio en trans a genes de región constante de cadena pesada no humanos endógenos y
producirse cadenas pesadas quiméricas y anticuerpos que comprenden dichas cadenas pesadas humano/ratón quimé-
ricas. Dichos anticuerpos quiméricos pueden desearse para ciertos usos descritos en la presente memoria o pueden ser
indeseables.

G. Interrupción Funcional de Loci de Inmunoglobulina Endógenos

Es de esperar que la expresión de transgenes de cadena ligera y pesada de inmunoglobulina reorganizados con
éxito tenga un efecto dominante por supresión de la reorganización los genes de inmunoglobulina endógenos en el
animal no humano transgénico. Sin embargo, otro modo de generar un animal no humano que esté desprovisto de an-
ticuerpos endógenos es por mutación de los loci de inmunoglobulina endógenos. Usando tecnología de células madre
embrionarias y recombinación homóloga, puede eliminarse fácilmente el repertorio de inmunoglobulinas endógenas.
A continuación se describe la descripción funcional de los loci de inmunoglobulina de ratón. Los vectores y métodos
descritos, sin embargo, pueden adaptarse fácilmente al uso en otros animales no humanos.

En resumen, esta tecnología implica la inactivación de un gen, por recombinación homóloga, en una línea celular
pluripotente que es capaz de diferenciarse en tejido de célula germinal. Una construcción de ADN que contiene una
copia alterada de un gen de inmunoglobulina de ratón se introduce en los núcleos de células madre embrionarias. En
una porción de las células, el ADN introducido se recombina con la copia endógena del gen de ratón, sustituyéndolo
con la copia alterada. Las células que contienen la lesión genética recientemente introducida por ingeniería genética se
inyectan en un embrión de ratón hospedador, que se reimplanta en una hembra receptora. Algunos de estos embriones
se desarrollan en ratones quiméricos que poseen células germinales totalmente derivadas de la línea celular mutante.
Por lo tanto, por cría de los ratones quiméricos es posible obtener una nueva línea de ratones que contienen la lesión
genética introducida (revisado por Capecchi (1989), Science, 244, 1288-1292).

Debido a que el locus λ de ratón contribuye a solo el 5% de las inmunoglobulinas, es suficiente la inactivación de
los loci de cadena ligera κ y/o cadena pesada. Existen tres formas de interrumpir cada uno de estos loci, deleción de la
región J, deleción del potenciador intrónico J-C e interrupción de las secuencias codificantes de la región constante por
la introducción de un codón de terminación. La última opción es la más sencilla en términos de diseño de construcción
de ADN. La eliminación del gen µ altera la maduración de células B impidiendo de este modo el cambio de clase a
cualquiera de los segmentos de cadena pesada funcionales. La estrategia para la anulación (knocking out) de estos loci
se resume a continuación.

Para interrumpir los genes µ y κ de ratón, se usan vectores de dirección basados en el diseño empleado por Jaenisch
y colaboradores (Zijlstra, et al. (1989), Nature, 342, 435-438) para la interrupción satisfactoria del gen de microglo-
bulina β2 de ratón. El gen de resistencia a neomicina (neo) del plásmido pMCIneo se inserta en la región codificante
del gen diana. El inserto de pMCIneo usa una secuencia promotora/potenciadora viral híbrida para dirigir la expresión
de neo. Este promotor es activo en células madre embrionarias. Por lo tanto, puede usarse neo como marcador de
selección para la integración de la construcción knock-out. El gen timidina quinasa (tk) de HSV se añade al final de
la construcción como marcador de selección negativa frente a acontecimientos de inserción aleatorios (Zijlstra, et al.,
mencionado anteriormente).

Una estrategia preferida para interrumpir el locus de cadena pesada es la eliminación de la región J. Esta región
es bastante compacta en el ratón, abarcando sólo 1,3 kb. Para construir un vector de dirección de genes, se aísla un

27



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 345 580 T3

fragmento KpnI de 15 kb que contiene todos los exones de región constante A secretada de la biblioteca genómica de
ratón. La región J de 1,3 kb se reemplaza por el inserto de 1,1 kb de pMCIneo. El gen tk de HSV se añade después al
extremo 5’ del fragmento KpnI. La integración correcta de esta construcción por recombinación homóloga dará como
resultado la sustitución de la región JH de ratón con el gen neo. Se exploran recombinantes por PCR usando un cebador
basado en el gen neo y un cebador homólogo a secuencias de ratón 5’ del sitio KpnI en la región D.

Como alternativa, el locus de cadena pesada se anula por interrupción de la región codificante del gen µ. Esta
estrategia implica el mismo fragmento KpnI de 15 kb usado en la estrategia previa. El inserto de 1,1 kb de pMCIneo se
inserta en un sitio BamHI único en el exón II y el gen tk de HSV se añade al extremo KpnI 3’. Después se selecciona
a favor de acontecimientos de doble entrecruzamiento en cualquier lado del inserto neo que eliminen el gen tk. Éstos
se detectan a partir de combinaciones de los clones seleccionados por amplificación por PCR. Unos de los cebadores
de PCR procede de secuencias neo y el otro de secuencias de ratón fuera del vector de dirección. La interrupción
funcional de los loci de inmunoglobulina de ratón se presenta en los Ejemplos.

G. Supresión de la Expresión de Loci de Inmunoglobulina Endógenos

Además de la interrupción funcional de loci de Ig endógenos, un método alternativo para la prevención de la
expresión de un locus de Ig endógeno es la supresión. La supresión de genes de Ig endógenos puede lograrse con
ARN antisentido producido a partir de uno o más transgenes integrados, mediante oligonucleótidos antisentido y/o
por administración de antisueros específicos para una o más cadenas de Ig endógenas.

Polinucleótidos Antisentido

Pueden emplearse transgenes de ARN antisentido para la expresión parcialmente o totalmente knock-out de genes
específicos (Pepin et al. (1991) Nature 355: 725; Helene., C. y Toulme, J. (1990) Biochimica Biophys. Acta 1049: 99;
Stout, J. and Caskey, T. (1990) Somat. Cell Mol. Genet. 16: 369; Munir et al. (1990) Somat. Cell Mol. Genet. 16: 383,
cada una de las cuales se incorpora en la presente memoria como referencia).

Los “polinucleótidos antisentido” son polinucleótidos que: (1) son complementarios a toda o parte de una secuen-
cia de referencia, tal como una secuencia de una región CH o CL de Ig endógena y (2) que hibridan específicamente con
una secuencia diana complementaria, tal como un locus de gen cromosómico o un ARNm de Ig. Dichos polinucleóti-
dos antisentido complementarios pueden incluir sustituciones, adiciones, deleciones o transposiciones de nucleótidos
siempre que la hibridación específica con la secuencia diana pertinente se conserve como una propiedad funcional del
polinucleótido. Los polinucleótidos antisentido complementarios incluyen oligonucleótidos de ARN o ADN antisen-
tido solubles que pueden hibridar específicamente con especies de ARNm individuales e impedir la transcripción y/o
el procesamiento de ARN de las especies de ARNm y/o la traducción del polipéptido codificado (Ching et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. U.S.A. 86: 10006-10010 (1989); Broder et al., Ann. Int. Med. 113:604-618 (1990); Loreau et al.,
FEBS Letters 274: 53-56 (1990); Holcenberg et al., documentos W091/11535; U.S.S.N. 07/530.165 (“New human
CRIPTO gene”); documentos WO91/09865; WO91/04753; WO90/13641; y EP 386563, cada uno de los cuales se in-
corpora en la presente memoria como referencia). Una secuencia antisentido es una secuencia polinucleotídica que es
complementaria al menos a una secuencia génica de inmunoglobulina de al menos aproximadamente 15 nucleótidos
contiguos de longitud, típicamente de al menos 20 a 30 nucleótidos de longitud, y preferiblemente más de aproxima-
damente 30 nucleótidos de longitud. Sin embargo, en algunas realizaciones, las secuencias antisentido pueden tener
sustituciones, adiciones o deleciones en comparación con la secuencia génica de inmunoglobulina complementaria,
siempre que se conserve una hibridación específica como propiedad del polinucleótido antisentido. Generalmente, una
secuencia antisentido es complementaria a una secuencia génica de inmunoglobulina endógena que codifica, o tiene
el potencial de codificar después de la reorganización de ADN, una cadena de inmunoglobulina. En algunos casos, las
secuencias con sentido correspondientes a una secuencia génica de inmunoglobulina pueden funcionar suprimiendo la
expresión, particularmente por interferencia con la transcripción.

Por lo tanto, los polinucleótidos antisentido inhiben la producción del polipéptido o polipéptidos codificados. A este
respecto, los polinucleótidos antisentido que inhiben la transcripción y/o traducción de uno o más loci de Ig endógenos
pueden alterar la capacidad y/o especificidad de un animal no humano para producir cadenas de inmunoglobulina
codificadas por loci de Ig endógenos.

Pueden producirse polinucleótidos antisentido a partir de un casete de expresión heterólogo en una célula transfec-
tante o célula transgénica, tal como una célula madre hematopoyética pluripotente transgénica usada para reconstituir
toda o parte de la población de células madre hematopoyéticas de un individuo o un animal transgénico no humano.
Como alternativa, los polinucleótidos antisentido pueden comprender oligonucleótidos solubles que se administren al
medio externo, en medio de cultivo in vitro o en el sistema circulatorio o líquido intersticial in vivo. Se ha demostrado
que los polinucleótidos antisentido solubles presentes en el medio externo consiguen acceso al citoplasma e inhiben
la traducción de especies de ARNm específicas. En algunas realizaciones, los polinucleótidos antisentido compren-
den restos metilfosfonato, alternativamente pueden usarse fosforotiolatos o o-metilribonucleótidos y también pueden
usarse oligonucleótidos quiméricos (Dagle et al. (1990) Nucleic Acids Res. 18: 4751). Para algunas aplicaciones, los
oligonucleótidos antisentido pueden comprender ácidos nucleicos de poliamida (Nielsen et al. (1991) Science 254:
1497). Para métodos generales en relación con polinucleótidos antisentido, véase Antisense RNA and DNA, (1988),
D.A. Melton, Ed, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY).
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Se emplean polinucleótidos antisentido complementarios a una o más secuencias para inhibir la transcripción, el
procesamiento de ARN y/o la traducción de especies de ARNm afines y, por lo tanto, de efectuar una reducción en la
cantidad del polipéptido codificado respectivo. Dichos polinucleótidos antisentido pueden proporcionar una función
terapéutica inhibiendo la formación de una o más cadenas de Ig endógenas in vivo.

Ya sea como oligonucleótidos antisentido solubles o como ARN antisentido transcrito a partir de un transgén
antisentido, los polinucleótidos antisentido de esta invención se seleccionan de modo que hibriden preferentemente
con secuencias de Ig endógenas en condiciones fisiológicas in vivo. Más típicamente, los polinucleótidos antisentido
seleccionados no hibridarán perceptiblemente con secuencias de Ig heterólogas codificadas por un transgén de cadena
pesada o ligera de la invención (es decir, los oligonucleótidos antisentido no inhibirán la expresión de Ig de transgén
más de aproximadamente el 25 al 35 por ciento).

Supresión de Antisuero

Puede producirse una supresión parcial o completa de la supresión de cadena de Ig endógena por inyección de
ratones con antisueros contra una o más cadenas de Ig endógenas (Weiss et al. (1984) Proc. Natl. Acad. Sci. (U.S.A.) 81
211, que se incorpora en la presente memoria como referencia). Los antisueros se seleccionan de modo que reaccionen
específicamente con una o más cadenas de Ig endógenas (por ejemplo, murina), pero tengan una reactividad cruzada
mínima o nula con cadenas de Ig heterólogas codificadas por un transgén de Ig de la invención. Por lo tanto, la
administración de antisueros seleccionados de acuerdo con un programa según se tipificó por de Weiss et al. en la
obra citada suprimirá la expresión de cadena Ig endógena pero permite la expresión de una o más cadenas de Ig
heterólogas codificadas por un transgén de la presente invención. Las fuentes de anticuerpo adecuadas para anticuerpo
comprenden:

(1) anticuerpos monoclonales, tales como un anticuerpo monoclonal que se une específicamente a cadenas µ,
γ, κ o λ murinas pero no reacciona con la cadena o cadenas de inmunoglobulina humana codificadas por
un transgén de Ig humana de la invención;

(2) mezclas de dichos anticuerpos monoclonales, de modo que la mezcla se una con múltiples epítopos en una
sola especie de cadena de Ig endógena, con múltiples cadenas de Ig endógenas (por ejemplo, µ murina y γ
murina, o con múltiples epítopos y múltiples cadenas o inmunoglobulinas endógenas;

(3) antisuero policlonal o mezclas del mismo, típicamente dicho(s) antisuero/antisueros son monoespecíficos
para la unión a una sola especie de cadena de Ig endógena (por ejemplo, µ murina, γ murina, κ murina,
X murina) o para múltiples especies de cadena de Ig endógena, y más preferiblemente dichos antisueros
poseen una unión insignificante a cadenas de inmunoglobulina humanas codificadas por un transgén de la
invención; y/o

(4) una mezcla de antisuero policlonal y anticuerpos monoclonales que se unen a una sola o a múltiples es-
pecies de cadenas de Ig endógena y más preferiblemente poseen una unión insignificante a cadenas de
inmunoglobulina humanas codificadas por un transgén de la invención. Generalmente, se prefieren anti-
cuerpos policlonales y dichos anticuerpos policlonales sustancialmente monoespecíficos pueden produ-
cirse ventajosamente a partir de un antisuero generado contra una o más inmunoglobulinas humanas por
pre-adsorción con anticuerpos derivados de la especie animal no humana (por ejemplo, murina) y/o, por
ejemplo, por cromatografía de afinidad del antisuero o fracción purificada del mismo sobre una resina de
afinidad que contiene Ig humana inmovilizada (en la que la fracción unida está enriquecida para el anti-Ig
humana deseado en el antisuero; la fracción unida se eluye típicamente con condiciones de bajo pH o una
solución de sal caotrópica).

Puede emplearse separación de células y/o fijación del complemento para proporcionar el aumento de la reducción
del número de células dirigido por anticuerpo de linfocitos que expresan cadenas de inmunoglobulina endógenas
(por ejemplo, murinas). En una realización, por ejemplo, se emplean anticuerpos para la reducción ex vivo de células
hematopoyéticas explantadas que expresan Ig murina y/o linfocitos de linaje B obtenidos de un ratón transgénico
que alberga un transgén de Ig humano. Por lo tanto, se explantan células hematopoyéticas y/o linfocitos de linaje B
desde un animal transgénico no humano que alberga un transgén de Ig humano (que alberga preferiblemente tanto un
transgén de cadena pesada humano como un transgén de cadena ligera humano) y las células explantadas se incuban
con un anticuerpo (o anticuerpos) que (1) se une a una inmunoglobulina endógena (por ejemplo, µ y/o κ murina) y
(2) carece de una unión sustancial a cadenas de inmunoglobulina humanas codificadas por el transgén o transgenes.
Dichos anticuerpos se denominan “anticuerpos de supresión” para una mayor claridad. En la población de células
explantadas se reduce selectivamente el número de células que se unen al anticuerpo o anticuerpos de supresión; dicha
reducción puede lograrse por varios métodos tales como (1) separación física para eliminar la supresión de células
unidas a anticuerpo de células no unidas (por ejemplo, los anticuerpos de supresión pueden unirse a un soporte sólido
o perla magnética para inmovilizar y eliminar células que se unen al anticuerpo de supresión), (2) destrucción celular
dependiente de anticuerpo de células unidas por el anticuerpo de supresión de (por ejemplo, por ADCC, por fijación
del complemento o por una toxina unida al anticuerpo de supresión) y (3) anergia clonal inducida por el anticuerpo de
supresión, y similares.
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Frecuentemente, los anticuerpos usados para la supresión por anticuerpo de la producción de cadena Ig endógena
serán capaces de fijar el complemento. Frecuentemente, es preferible que dichos anticuerpos puedan seleccionarse de
modo que reaccionen bien con una fuente de complemento conveniente para la reducción ex vivo/in vitro, tal como
complemento de conejo o cobaya. Para la reducción in vivo, generalmente se prefiere que los anticuerpos supresores
posean funciones efectoras en las especies animales transgénicas no humanas; por lo tanto, generalmente se preferiría
un anticuerpo de supresión que comprende funciones efectoras murinas (por ejemplo, ADCC y fijación del comple-
mento) para su uso en ratones transgénicos.

En una variación, un anticuerpo de supresión que se une específicamente a una cadena de inmunoglobulina endó-
gena predeterminada se usa para reducción ex vivo/in vitro de linfocitos que expresan una inmunoglobulina endógena.
Un explante celular (por ejemplo, muestra de linfocitos) de un animal transgénico no humano que alberga un transgén
de inmunoglobulina humano se pone en contacto con un anticuerpo de supresión y se reduce el número de células
que se unen específicamente al anticuerpo de supresión (por ejemplo, por inmovilización, fijación del complemento
y similares), generando de este modo una subpoblación de células reducida en el número en células que expresan in-
munoglobulinas endógenas (no humanas) (por ejemplo, linfocitos que expresan Ig murina). La población de linfocitos
reducida resultante (células T, células B positivas para Ig humana, etc.) puede transferirse a un animal no humano
inmunocompatible (es decir, de MHC compatible) de la misma especie y que sea sustancialmente incapaz de produ-
cir un anticuerpo endógeno (por ejemplo, ratones SCID, ratones knockout RAG-1 o RAG-2). El animal reconstituido
(ratón) puede inmunizarse después con un antígeno (o volver a inmunizarse con un antígeno usado para inmunizar
al animal donante del que se obtuvo el explante) para obtener anticuerpos de alta afinidad (madurados por afinidad)
y células B que producen dichos anticuerpos. Dichas células B pueden usarse para generar hibridomas por fusión
celular convencional y explorarse. Puede usarse anticuerpos de supresión en combinación con otros métodos de in-
activación/supresión de Ig endógena (por ejemplo, knockout JH, knockout CH, eliminación de la región D, supresión
antisentido, inactivación por cambio de fase de lectura compensada).

Inactivación de Locus de Ig Endógeno Completa

En determinadas realizaciones es deseable efectuar una inactivación completa de los loci de Ig endógenos de
modo que no puedan formarse cadenas de inmunoglobulina híbridas que comprendan una región variable humana
y una región constante no humana (por ejemplo, murina) (por ejemplo, por cambio en trans entre secuencias de Ig
endógenas y el transgén). Los ratones knockout que llevan alelos de cadena pesada endógena que están funcionalmente
interrumpidos en la región JH solamente presentan frecuentemente cambio en trans, típicamente en los que una región
variable humana reorganizada (VDJ) codificada por un transgén se expresa como una proteína de fusión unida a una
región constante murina endógena, aunque son posibles otras uniones cambiadas en trans. Para superar este problema
potencial, generalmente es deseable inactivar completamente el locus de cadena pesada endógeno por cualquiera
de diversos métodos, incluyendo pero sin limitación los siguientes: (1) interrumpir funcionalmente y/o delecionar
por recombinación homóloga al menos uno y preferentemente todos los genes de región constante de cadena pesada
endógenos, (2) mutar al menos uno y preferiblemente todos los genes de región constante de cadena pesada endógenos
para codificar un codón de terminación (o desplazamiento de fase de lectura) para producir un producto truncado o de
desplazamiento de fase de lectura (si se ha cambiado en trans) y otros métodos y estrategias evidentes para los expertos
en la materia. La deleción de una porción sustancial o todos los genes de región constante de cadena pesada y/o
genes de región D puede conseguirse por diversos métodos, incluyendo deleción secuencial por vectores de dirección
de recombinación homóloga, especialmente del tipo “ataque y retirada” y similar. De forma similar, a menudo es
preferible la interrupción funcional y/o deleción de al menos un locus de cadena ligera endógeno (por ejemplo, κ) para
eliminar los genes de región constante de cadena ligera endógenos.

Frecuentemente es deseable emplear un transgén con desplazamiento de fase de lectura en el que el transgén
heterólogo comprende un desplazamiento de fase de lectura en el segmento o segmentos J y un desplazamiento de
fase de lectura de compensación (es decir, para regenerar la fase de lectura original) en la región inicial (es decir,
porción codificante amino-terminal) de uno o más (preferiblemente todos) los genes de región constante de transgén.
El cambio en trans a un gen constante de locus de IgH endógeno (que no comprende un desplazamiento de fase de
lectura de compensación) dará como resultado un producto truncado o de sentido erróneo que tenga como resultado
que la célula B cambiada en trans se delecione o no se seleccione, suprimiendo de este modo el fenotipo cambiado en
trans.

También puede usarse supresión antisentido y supresión por anticuerpo para efectuar una inactivación funcional
sustancialmente completa de la expresión del producto génico de Ig endógeno (por ejemplo, secuencias de cadena
pesada y ligera murina) y/o anticuerpos con cambio en trans (por ejemplo, anticuerpos quiméricos de región variable
humana/constante murina).

Pueden usarse diversas combinaciones de las estrategias de inactivación y supresión para efectuar esencialmente
una supresión total de expresión de cadena de Ig endógena (por ejemplo, murina).

Cambio en Trans

En algunas variaciones, puede ser deseable producir una inmunoglobulina con cambio en trans. Por ejemplo, di-
chas cadenas pesadas con cambio en trans pueden ser quiméricas (es decir, una región variable no murina (humana)
y una región constante murina). Pueden usarse anticuerpos que comprenden dichas inmunoglobulinas con cambio en
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trans para una diversidad de aplicaciones en las que es deseable tener una región constante no humana (por ejemplo,
murina) (por ejemplo, para la conservación de las funciones efectoras en el hospedador, para la presencia de determi-
nantes inmunológicos murinos, tal como para la unión de un anticuerpo secundario que no se une a regiones constantes
humanas). Como ejemplo, un repertorio de regiones variables humanas puede poseer ventajas en comparación con el
repertorio de regiones variables murinas con respecto a ciertos antígenos. Presumiblemente, los genes VH, D, JH, VL y
JL humanos se han seleccionado durante la evolución por su capacidad para codificar inmunoglobulinas que se unan a
ciertos antígenos evolutivamente importantes; los antígenos que proporcionaban una presión selectiva evolutiva para
el repertorio murino pueden ser distintos de los antígenos que proporcionaban una presión evolutiva para conformar el
repertorio humano. Pueden existir otras ventajas de repertorio, haciendo que el repertorio de región variable humana
sea ventajoso cuando se combina con un isotipo de región constante murina (por ejemplo, murino con cambio en
trans). La presencia de una región constante murina puede proporcionar ventajas sobre una región constante humana.
Por ejemplo, una región constante γ murina unida a una región variable humana por cambio en trans puede proporcio-
nar un anticuerpo que posee funciones efectoras murinas (por ejemplo, ADCC, fijación del complemento murino), de
modo que dicho anticuerpo quimérico (preferiblemente monoclonal), que es reactivo con un antígeno predeterminado
(por ejemplo, receptor de IL-2 humano) puede ensayarse en un modelo de enfermedad de ratón, tal como un modelo
de ratón de enfermedad de injerto contra hospedador en el que los linfocitos T en el ratón expresan un receptor de IL-2
humano funcional. Posteriormente, la secuencia codificante de la región variable humana puede aislarse (por ejemplo,
por amplificación por PCR o clonación de ADNc a partir de la fuente (clon de hibridoma)) y cortarse y empalmarse
a una secuencia que codifica una región constante humana deseada para codificar un anticuerpo de secuencia humana
más adecuado para uso terapéutico en seres humanos en los que es preferible minimizar la inmunogenicidad. El poli-
nucleótido o polinucleótidos que tienen la secuencia o secuencias codificantes totalmente humanas resultantes pueden
expresarse en una célula hospedadora (por ejemplo, a partir de un vector de expresión en una célula de mamífero)
y purificarse para su formulación farmacéutica. Para algunas aplicaciones, los anticuerpos quiméricos pueden usarse
directamente sin sustituir la región constante murina con una región constante humana. Otras variaciones y usos de
anticuerpos quiméricos con cambio en trans serán evidentes para los expertos en la materia.

La presente invención proporciona animales transgénicos no humanos que contienen linfocitos B que expresan
anticuerpos quiméricos, que generalmente son el resultado de un cambio en trans entre un transgén de cadena pesada
humano y un gen de región constante de cadena pesada murino endógeno. Dichos anticuerpos quiméricos comprenden
una región variable de secuencia humana y una región constante murina, generalmente un isotipo murino cambiado
(es decir, no µ, no δ). Los animales transgénicos no humanos capaces de generar anticuerpos quiméricos contra un
antígeno determinado habitualmente también son competentes para generar anticuerpos de secuencia totalmente hu-
mana si se integran los transgenes tanto de cadena pesada humana como de cadena ligera humana que codifican genes
de región constante humana y variable humana. Más típicamente, el animal es homocigoto para un locus de cadena
ligera y/o locus de cadena pesada funcionalmente interrumpido pero conserva uno o más genes de región constante de
cadena pesada endógenos capaces de experimentar cambio en trans (por ejemplo, γ, α, ε) y frecuentemente conserva
un potenciador unido en cis. Dicho ratón se inmuniza con un antígeno predeterminado, habitualmente en combinación
con un adyuvante, y se produce una respuesta inmune que comprende una cantidad detectable de anticuerpos quimé-
ricos que comprenden cadenas pesadas compuestas por regiones variables de secuencia humana unidas a secuencias
de región constante murina. Típicamente, el suero de dicho animal inmunizado puede comprender dichos anticuer-
pos quiméricos a concentraciones de aproximadamente al menos 1 µg/ml, con frecuencia de aproximadamente al
menos 10 µg/ml, frecuentemente de al menos 30 µg/ml, y de hasta 50 a 100 µg/ml o más. El antisuero que contie-
ne anticuerpos que comprenden cadenas pesadas de región constante de ratón/variable humana quiméricas también
comprenden típicamente anticuerpos que comprenden cadenas pesadas de región constante humana/variable humana
(secuencia humana completa). Los anticuerpos con cambio en trans quiméricos habitualmente comprenden (1) una
cadena pesada quimérica compuesta por una región variable humana y una región constante murina (típicamente una
gama murina) y (2) una cadena ligera codificada por transgén humano (típicamente kappa) o una cadena ligera murina
(típicamente lambda en un fondo knockout para kappa). Dichos anticuerpos con cambio en trans quiméricos general-
mente se unen a un antígeno predeterminado (por ejemplo, el inmunógeno) con una avidez de aproximadamente al
menos 1 x 107 M−1, preferiblemente con una avidez de aproximadamente al menos 5 x 107 M−1, más preferiblemente
con una avidez de al menos 1 x 108 M−1 a 1 x 109 M−1 o mayor. Frecuentemente, el antígeno predeterminado es una
proteína humana, tal como por ejemplo un antígeno de superficie celular humano (por ejemplo, CD4, CD8, receptor
de IL -2, receptor de EGF, receptor de PDGF), otra macromolécula biológica humana (por ejemplo, trombomodulina,
proteína C, antígeno de carbohidrato, antígeno Lewis de sialilo, L-selectina) o macromolécula asociada con enfer-
medad no humana (por ejemplo, LPS bacteriano, proteína de la cápsida de viriones o glicoproteína de la envuelta) y
similar.

La invención proporciona animales transgénicos no humanos que comprenden un genoma que comprende: (1)
un locus de cadena pesada endógena funcionalmente interrumpido homocigoto que comprende al menos un gen de
región constante murina capaz de experimentar cambio en trans (por ejemplo, en unión cis con una secuencia de
recombinación de cambio funcional y típicamente con un potenciador funcional), (2) un transgén de cadena pesada
humano capaz de reorganizarse para codificar y expresar una región variable de cadena pesada humana funcional
y capaz de experimentar cambio en trans (por ejemplo, que tiene una RSS unida en cis); y que comprende además
opcionalmente (3) un transgén de cadena ligera humana (por ejemplo, kappa) capaz de reorganizarse para codificar
una región variable de cadena ligera humana funcional y de expresar una cadena ligera de secuencia humana; que
comprende opcionalmente además (4) un locus de cadena ligera endógeno funcionalmente interrumpido homocigoto
(κ, preferiblemente y λ); y que comprende opcionalmente además (5) un suero que comprende un anticuerpo que
comprende una cadena pesada quimérica compuesta por una región variable de secuencia humana codificada por un
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transgén humano y una secuencia de región constante murina codificada por un gen de región constante de cadena
pesada murina endógeno (por ejemplo, γ1, γ2a, γ2b, γ3).

Dicho ratón transgénico puede comprender además un suero que comprende anticuerpos quiméricos que se unen
a un antígeno humano predeterminado (por ejemplo, CD4, CD8, CEA) con una avidez de aproximadamente al menos
1 x 104 M−1, preferiblemente con una avidez de aproximadamente al menos 5 x 104 M−1, más preferiblemente con
una avidez de al menos 1 x 107 M−1 a 1 x 109 M−1 o más. Frecuentemente, pueden generarse hibridomas en los
que los anticuerpos monoclonales producidos por los mismos tengan una avidez de al menos 8 x 107 M−1. También
pueden estar presentes en el suero o como anticuerpos secretados a partir de un hibridoma anticuerpos quiméricos
que comprenden una cadena pesada compuesta por una región constante murina y una región variable humana, con
frecuencia capaces de unirse a un antígeno no humano.

En algunas variaciones, es deseable generar ratones transgénicos que tengan loci de cadena pesada de ratón en-
dógenos inactivados que conserven intactos genes de región constante de cadena pesada y que tengan un transgén de
cadena pesada humano capaz de experimentar un cambio en trans, y que tengan también opcionalmente un transgén
de cadena ligera humano, opcionalmente con uno o más loci de cadena ligera de ratón endógenos inactivados. Dichos
ratones pueden producir ventajosamente células B capaces de expresar alternativamente anticuerpos que compren-
den cadenas pesadas totalmente humanas y anticuerpos que comprenden cadenas pesadas quiméricas (región variable
humana/constante murina) por cambio en trans. El suero de dichos ratones contendría anticuerpos que comprenden
cadenas pesadas totalmente humanas y anticuerpos que comprenden cadenas pesadas quiméricas (región variable hu-
mana/constante murina), preferiblemente en combinación con cadenas ligeras totalmente humanas. Pueden generarse
hibridomas a partir de las células B de dichos ratones.

Generalmente, dichos anticuerpos quiméricos pueden generarse por cambio en trans, en el que un transgén humano
que codifica una región variable humana (codificada por una reorganización V-D-J productiva in vivo) y una región
constante humana, típicamente µ humana, experimenta una recombinación de cambio con una secuencia de cambio
de gen constante de inmunoglobulina no transgénico (RSS) uniendo operativamente de este modo a la región variable
humana codificada por el transgén con una región constante de cadena pesada que no está codificada por dicho trans-
gén, típicamente una región constante de cadena pesada de inmunoglobulina murina endógena o una región constante
de cadena pesada heteróloga (por ejemplo, humana) codificada por un segundo transgén. Mientras que el cambio en
cis se refiere al cambio de isotipo por recombinación de elementos RSS dentro de un transgén, el cambio en trans
implica la recombinación entre una RSS de transgén y un elemento de RSS fuera del transgén, con frecuencia en un
cromosoma diferente del cromosoma que alberga el transgén.

El cambio en trans se produce generalmente entre una RSS de un gen de región constante de cadena pesada
transgénico expresado y una RSS de un gen de región constante murina endógeno (de un isotipo no µ, típicamente γ)
o una RSS de un gen de región constante humano contenida en un segundo transgén, con frecuencia integrado en un
cromosoma separado.

Cuando se produce cambio en trans entre una RSS de un primer gen de región constante de cadena pesada de
transgén expresado (por ejemplo, µ) y una RSS de un gen de región constante de cadena pesada humana contenido en
un segundo transgén, se produce un anticuerpo no quimérico que tiene una secuencia sustancialmente humana en su
totalidad. Por ejemplo, y sin limitación, un polinucleótido que codifica una región constante de cadena pesada humana
(por ejemplo, γ1) y una RSS unida operativamente (por ejemplo, una RSS γ1) puede introducirse (por ejemplo, por
transfección) en una población de células de hibridoma generada a partir de una célula B de ratón transgénico (o
población de células B) que expresa un anticuerpo que comprende una cadena µ humana codificada por transgén.
Las células de hibridoma resultantes pueden seleccionarse por la presencia del polinucleótido introducido y/o por
la expresión de un anticuerpo con cambio en trans que comprende una cadena pesada que tiene la región variable
(reactividad de idiotipo/antígeno) de la cadena µ humana y que tiene la región constante codificada por la secuencia
polinucleotídica introducida (por ejemplo, γ1 humana). La recombinación de cambio en trans entre la RSS de la
cadena µ humana codificada por transgén y la RSS del polinucleótido introducido que codifica un isotipo cadena abajo
(por ejemplo, γ1) puede generar de ese modo un anticuerpo con cambio en trans.

La invención también proporciona un método para producir dichos anticuerpos con cambio en trans quiméricos
que comprende la etapa de inmunizar con un antígeno predeterminado un ratón transgénico que comprende un genoma
que comprende: (1) un locus de cadena pesada endógeno funcionalmente interrumpido homocigoto que comprende al
menos un gen de región constante murina capaz de experimentar un cambio en trans (por ejemplo, γ2a, γ2b, γ1, γ3),
(2) un transgén de cadena pesada humana capaz de reorganizarse para codificar una región variable de cadena pesada
humana funcional y expresar una cadena pesada de secuencia humana capaz de experimentar un cambio de isotipo
(y/o cambio en trans) y que comprende además opcionalmente (3) un transgén de cadena ligera humana (por ejemplo,
kappa) capaz de reorganizarse para codificar una región variable de cadena ligera humana funcional (por ejemplo,
kappa) y expresar una cadena ligera de secuencia humana, y que comprende además opcionalmente (4) un locus
de cadena ligera endógena funcionalmente interrumpido homocigoto (típicamente κ, preferiblemente tanto κ como
X) y que comprende además opcionalmente (5) un suero que comprende un anticuerpo que comprende una cadena
pesada quimérica compuesta por una región variable de secuencia humana codificada por un transgén humano y una
secuencia de región constante murina codificada por un gen de región constante de cadena pesada murino endógeno
(por ejemplo, γ1, γ2a, γ2b, γ3).
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Marcaje por Afinidad: Selección de Isotipos Cambiados

Ventajosamente, el cambio en trans (y cambio en cis) se asocia con el proceso de mutación somática. La mutación
somática abarca el intervalo de afinidades de anticuerpo codificado por la progenie clonal de una célula B. Por ejemplo,
los anticuerpos producidos por células de hibridoma que han experimentado cambio (en trans o en cis) representan
un intervalo más amplio de afinidades de unión de antígeno que el presente en células de hibridoma que no han
experimentado cambio. Por lo tanto, una población de células de hibridoma (típicamente clonal) que expresa un primer
anticuerpo que comprende una cadena pesada que comprende una primera región variable de cadena pesada humana
en unión polipeptídica con una primera región constante de cadena pesada humana (por ejemplo, µ) puede explorarse
en relación con los variantes clonales de células de hibridoma que expresen un anticuerpo que comprende una cadena
pesada que contienen dicha primera región variable de cadena pesada humana en unión polipeptídica con una segunda
región constante de cadena pesada (por ejemplo, región constante γ, α o ε humana). Dichas variantes clonales pueden
producirse por variación clonal natural que produce cambio en cis in vitro, por inducción de cambio de clase (en trans o
en cis) como por la administración de agentes que promueven el cambio de isotipo, tales como linfocinas derivadas de
células T (por ejemplo, IL -4 e IFNγ), por introducción de un polinucleótido que comprende una RSS funcional y un
gen de región constante de cadena pesada heterólogo (por ejemplo, humano) para servir como sustrato para el cambio
en trans, o por una combinación de los anteriores, y similares. Con frecuencia, los polinucleótidos que contienen una
región constante de isotipo cadena abajo humana (por ejemplo, γ1, γ3 y similares) con una RSS unida operativamente
también se introducirán en células de hibridoma para promover el cambio de isotipo por medio del mecanismo de
cambio en trans.

El cambio de clase y la maduración por afinidad tienen lugar dentro de de la misma población de células B derivada
de animales transgénicos de la presente invención. Por lo tanto, la identificación de células B con cambio de clase (o
hibridomas derivados de las mismas) puede usarse como etapa de exploración para obtener anticuerpos monoclonales
de alta afinidad. Puede emplearse una diversidad de estrategias para facilitar acontecimientos de cambio de clase tales
como cambio en cis (cambio intra-transgén), cambio en trans o ambos. Por ejemplo, puede usarse un solo fragmento
genómico humano continuo que comprende genes de región constante tanto µ como γ con los elementos RSS asociados
y elementos reguladores de cambio (por ejemplo, promotor de transcrito estéril) como transgén. Sin embargo, algunas
porciones del fragmento genómico humano contiguo individual deseado pueden ser difíciles de clonar eficazmente, tal
como debido a problemas de inestabilidad cuando se replica en un hospedador de clonación o similar; en particular,
en general la región entre δ y γ3 puede demostrar dificultad de para clonarse eficazmente, especialmente como un
fragmento contiguo que comprende el gen µ, gen γ3, un gen V, y segmentos génicos D y segmentos génicos J.

También, por ejemplo, un transgén humano discontinuo (minigen) compuesto por un gen µ humano, gen γ3 hu-
mano, uno o más genes V humanos, segmentos génicos D humanos y segmentos génicos J humanos con una o más
deleciones de una secuencia intermedia (intrónica) o de otro modo no esencial (por ejemplo, uno o más segmentos
V, D y/o J y/o uno o más genes de región constante no µ). Dichos minigenes tienen varias ventajas en comparación
con el aislamiento de un solo segmento contiguo de ADN genómico que abarca todos los elementos esenciales para
una expresión y cambio de inmunoglobulina eficaz. Por ejemplo, dicho minigen evita la necesidad de aislar grandes
fragmentos de ADN que pueden contener secuencias que son difíciles de clonar (por ejemplo, secuencias inestables,
secuencias venenosas y similares). Además, los miniloci que comprenden elementos necesarios para el cambio de
isotipo (por ejemplo, promotor de transcrito estéril γ humano) para producir cambio en cis o en trans pueden expe-
rimentar ventajosamente una mutación somática y un cambio de clase in vivo. Como muchas secuencias de ARN
eucariotas pueden resultar ser difíciles de clonar, la omisión de secuencias no esenciales puede resultar ventajosa.

En una variación, se obtienen clones de hibridoma que producen anticuerpos que tienen alta avidez de unión (por
ejemplo, al menos 1 x 107 M−1, preferiblemente al menos 1 x 108 M−1, más preferiblemente al menos 1 x 109 M−1

o superior) por selección a partir de una combinación de células de hibridoma derivadas de células B de ratones
transgénicos que albergan un transgén de cadena pesada humana capaz de experimentar cambio de isotipo (véase
anteriormente) y que carece sustancialmente de loci de cadena pesada murina endógenos capaces de experimentar
una reorganización V-D-J productiva (en fase de lectura), hibridomas que expresan un anticuerpo que comprende una
cadena pesada que comprende una región variable de cadena pesada de secuencia humana en unión polipeptídica con
una región constante de cadena pesada no µ humana (o de ratón); dichos anticuerpos se denominan “anticuerpos con
cambio” ya que comprenden una “cadena pesada cambiada” que se produce como consecuencia de cambio en cis
y/o cambio en trans in vivo o en cultivo celular. Los hibridomas que producen anticuerpos con cambio generalmente
han experimentado el proceso de mutación somática, y una combinación de dichos hibridomas tendrá generalmen-
te un intervalo más amplio de avideces de unión a antígeno, pudiendo seleccionarse a partir de dicha combinación
clones de hibridoma que secretan anticuerpos de alta avidez. Típicamente, los hibridomas que secretan un anticuerpo
de secuencia humana que tienen una avidez de unión sustancial (superior a 1 x 107 M−1 a 1 x 108 M−1) por un an-
tígeno predeterminado y en los que dicho anticuerpo de secuencia humana comprende una o más regiones variables
de inmunoglobulina humana pueden seleccionarse por un método que comprende un proceso de dos etapas, siendo
una etapa identificar y aislar células de hibridoma que secreten inmunoglobulinas que comprenden una cadena pesada
cambiada (por ejemplo, por unión de células de hibridoma a una inmunoglobulina inmovilizada que se une específi-
camente a una cadena pesada cambiada y que no se une sustancialmente a un isotipo no cambiado, por ejemplo, µ).
La otra etapa es identificar células de hibridoma que se unan al antígeno predeterminado con una avidez de unión
sustancial (por ejemplo, por ELISA de sobrenadantes de clones de hibridoma, análisis de FACS usando un antígeno
marcado y similares). Típicamente, la selección de hibridomas que secretan anticuerpos con cambio se realiza antes
de identificar células de hibridoma que se unen a un antígeno predeterminado. Las células de hibridoma que expresan
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anticuerpos con cambio que tienen una avidez de unión sustancial por el antígeno predeterminado se aíslan y cultivan
en condiciones de cultivo adecuadas conocidas en la técnica, típicamente como clones seleccionados individuales.
Opcionalmente, el método comprende la etapa de cultivar dichos clones seleccionados en condiciones adecuadas para
la expresión de anticuerpos monoclonales; dichos anticuerpos monoclonales se recogen y pueden administrarse con
fines terapéuticos, profilácticos y/o de diagnóstico.

Con frecuencia, los clones de hibridoma seleccionados pueden servir como fuente de ADN o ARN para aislar
secuencias de inmunoglobulina que codifiquen inmunoglobulinas (por ejemplo, una región variable) que se unen (o
confieren unión) al antígeno predeterminado. Posteriormente, la secuencia codificante de región variable humana pue-
de aislarse (por ejemplo, por amplificación por PCR o clonación de ADNc a partir de la fuente (clon de hibridoma))
y cortarse y empalmarse con una secuencia que codifique una región constante humana deseada para codificar anti-
cuerpos de secuencia humana más adecuados para usos terapéuticos en seres humanos, en los que preferiblemente se
minimiza la inmunogenicidad. El polinucleótido o polinucleótidos que tienen la secuencia o secuencias codificantes
totalmente humanas resultantes pueden expresarse en una célula hospedadora (por ejemplo, a partir de un vector de
expresión en una célula de mamífero) y purificarse para su formulación farmacéutica.

Xenopotenciadores

Un transgén heterólogo capaz de codificar una inmunoglobulina humana (por ejemplo, una cadena pesada) com-
prende ventajosamente un potenciador unido en cis que no procede del genoma de ratón y/o que no está naturalmente
asociado en cis con los exones del transgén heterólogo. Por ejemplo, un transgén κ humano (por ejemplo, un minilocus
κ) puede comprender ventajosamente un gen Vκ humano, un gen Jκ humano, un gen Cκ humano y un xenopotenciador,
típicamente dicho xenopotenciador comprende un potenciador intrónico de cadena pesada humana y/o un potenciador
intrónico de cadena pesada murina, típicamente localizado entre un gen Jκ y el gen Cκ o localizado cadena abajo del
gen Cκ. Por ejemplo, el potenciador intrónico de cadena pesada J-µ de ratón (Banerji et al. (1983) Cell 33: 729) puede
aislarse en un fragmento XbaI de 0,9 kb del plásmido pKVe2 (véase, a continuación). El potenciador intrónico de
cadena pesada J-µ humano (Hayday et al. (1984) Nature 307: 334) puede aislarse como un fragmento MluI/HindIII de
1,4 kb (véase a continuación). Además de un xenopotenciador transcripcionalmente activo para un transgén, tal como
un xenopotenciador combinado que consiste esencialmente en un potenciador intrónico J-µ humano unido en cis a un
potenciador intrónico J-µ de ratón, puede conferir altos niveles de expresión del transgén, especialmente cuando dicho
transgén codifica una cadena ligera, tal como κ humana. De forma similar, un potenciador 3’ de rata puede incluirse
ventajosamente en una construcción de minilocus capaz de codificar una cadena pesada humana.

Realizaciones Preferidas Específicas

Una realización preferida de la invención es un animal que contiene al menos una, típicamente 2-10, y a veces 25-50
o más copias del transgén descrito en el Ejemplo 12 (por ejemplo, pHC1 o pHC2) cruzado con un animal que contiene
una sola copia de un transgén de cadena ligera descrito en los Ejemplos 5, 6, 8 ó 14, y el cruce de la descendencia con el
animal con JH delecionada descrito en el Ejemplo 10. Los animales se cruzan hasta obtener una línea homocigota para
cada uno de estos tres rasgos. Dichos animales tienen el genotipo siguiente: una sola copia (por conjunto haploide de
cromosomas) de un minilocus no reorganizado de cadena pesada humana (descrito en el Ejemplo 12), una sola copia
(por conjunto haploide de cromosomas) de una construcción de cadena ligera κ humana reorganizada (descrita en el
Ejemplo 14) y una deleción en cada locus de cadena pesada de ratón endógeno que elimina todos los segmentos JH
funcionales (descrito en el Ejemplo 10). Dichos animales se cruzan con ratones que son homocigotos para la deleción
de los segmentos JH (Ejemplos 10) para producir descendencia que sea homocigota para la deleción JH y hemicigota
para las construcciones de cadena ligera y pesada humana. En los animales resultantes se inyectan antígenos y se usan
para la producción de anticuerpos monoclonales humanos contra estos antígenos.

Las células B aisladas a partir de dicho animal son monoespecíficas con respecto a las cadenas ligera y pesada
humanas porque contienen solamente una sola copia de cada gen. Además, serán monoespecíficas con respecto a las
cadenas pesadas de ratón o humanas porque ambas copias de genes de cadena pesada de ratón endógenas no son
funcionales en virtud de la deleción que abarca la región JH introducida como se describe en el Ejemplo 9 y 12.
Además, una fracción sustancial de las células B será monoespecífica con respecto a las cadenas ligeras humana o de
ratón debido a que la expresión de la sola copia del gen de cadena ligera κ humana reorganizado excluirá alelicamente
e isotípicamente la reorganización de los genes de cadena κ y λ de ratón endógenos en una fracción significativa de
células B.

El ratón transgénico de la realización preferida presentará producción de inmunoglobulina con un repertorio sig-
nificativo, idealmente sustancialmente similar al de un ratón nativo. Por lo tanto, por ejemplo, en realizaciones en las
que los genes de Ig endógenos se han inactivado, los niveles de inmunoglobulina total variarán de aproximadamente
0,1 a 10 mg/ml de suero, preferiblemente de 0,5 a 5 mg/ml, e idealmente serán de al menos aproximadamente 1,0
mg/ml. Cuando un transgén capaz de efectuar un cambio a IgG desde IgM se ha introducido en el ratón transgénico, la
proporción de IgG respecto a IgM en suero de ratón adulto es preferiblemente de aproximadamente 10:1. Por supuesto,
la proporción de IgG respecto a IgM será mucho menor en el ratón inmaduro. En general, más de aproximadamente
el 10%, preferiblemente del 40 al 80% de las células B de bazo y ganglio linfático expresan exclusivamente a proteína
IgG humana.
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El repertorio se aproximará idealmente al mostrado en un ratón no transgénico, habitualmente en al menos apro-
ximadamente hasta un 10%, preferiblemente del 25 al 50% o más. Generalmente se producirán al menos aproxima-
damente mil inmunoglobulinas diferentes (idealmente IgG), preferiblemente de 104 a 106 o más, dependiendo prin-
cipalmente del número de regiones V, J y D diferentes introducidas en el genoma de ratón. Estas inmunoglobulinas
reconocerán típicamente aproximadamente la mitad o más de proteínas altamente antigénicas incluyendo, pero sin
limitación, citocromo C de paloma, lisozima de pollo, mitógeno de hierba carmín, albúmina sérica bovina, hemocia-
nina de lapa californiana, hemaglutinina de influenzavirus, proteína A de estafilococos, mioglobina de esperma de
ballena, neuraminidasa de influenzavirus y proteína represora lambda, y algunas de las inmunoglobulinas presentará
una avidez por antígenos preseleccionados de al menos aproximadamente 107 M−1, preferiblemente de 108 M−1 a 109

M−1 o superior.

En algunas realizaciones, puede ser preferible generar ratones con repertorios predeterminados para limitar la
selección de genes V representada en la respuesta de anticuerpos contra un tipo de antígeno predeterminado. Un
transgén de cadena pesada que tiene un repertorio predeterminado puede comprender, por ejemplo, genes VH humanos
que se usan preferentemente en respuestas de anticuerpos contra el tipo de antígeno predeterminado en seres humanos.
Como alternativa, algunos genes VH pueden excluirse de un repertorio definido por diversas razones (por ejemplo,
tienen una baja probabilidad de codificar regiones v de alta afinidad por el antígeno predeterminado; tienen una baja
propensión a experimentar mutación somática y mejorar la afinidad; o son inmunogénicos para determinados seres
humanos).

Por lo tanto, antes de la reorganización de un transgén que contiene diversos segmentos génicos de cadena ligera
o pesada, dichos segmentos génicos pueden identificarse fácilmente, por ejemplo, por hibridación o secuenciación de
ADN, como procedentes de una especie de organismo distinta del animal transgénico.

El ratón transgénico de la presente invención puede inmunizarse con un antígeno predeterminado, tal como una
proteína transmembrana, macromolécula de la superficie celular u otro antígeno adecuado (por ejemplo, TNF, LPS,
etc) para el que sería deseable un anticuerpo humano. El ratón producirá células B que experimenten cambio de clase
por recombinación de cambio intratransgénica (cambio en cis) y expresen inmunoglobulinas reactivas con el antígeno
predeterminado. Las inmunoglobulinas pueden ser anticuerpos de secuencia humana en los que los polipéptidos de
cadena ligera y pesada estén codificados por secuencias de transgenes humanos, que pueden incluir secuencias ob-
tenidas por mutación somática y uniones recombinatorias de región V, así como secuencias codificadas por la línea
germinal; puede hacerse referencia a estas inmunoglobulinas de secuencia humana como secuencias que son sustan-
cialmente idénticas a una secuencia polipeptídica codificada por un segmento génico VL o VH humano y un segmento
JL o JL humano, aunque puedan estar presentes otras secuencias que no sean de la línea germinal como resultado de la
mutación somática y de las uniones de recombinación V-J y V-D-J diferenciales. Con respecto a dichos anticuerpos de
secuencia humana, las regiones variables de cada cadena están codificadas, típicamente en al menos el 80 por ciento,
por segmentos génicos V, J y en el caso de cadenas pesadas D, de la línea germinal humana; frecuentemente, al menos
el 85 por ciento de las regiones variable están codificadas por secuencias de la línea germinal humana presentes en el
transgén; con frecuencia el 90 ó 95 por ciento o más de las secuencias de región variable están codificados por secuen-
cias de la línea germinal humana presentes en el transgén. Sin embargo, puesto que las secuencias que no son de la
línea germinal se introducen por mutación somática y unión VJ y VDJ, los anticuerpos de secuencia humana tendrán
frecuentemente algunas secuencias de región variable (y menos frecuentemente secuencias de región constante) que
no estén codificadas por segmentos génicos V, D o J humanos como se encuentra en el transgén o transgenes humanos
en la línea germinal de los ratones. Típicamente, dichas secuencias que no son de la línea germinal (o posiciones de
nucleótidos individuales) se agruparán en o próximas a CDR, o en regiones en las que se sabe que se agrupan las
mutaciones somáticas.

Los anticuerpos de secuencia humana que se unen al antígeno predeterminado pueden ser el resultado de cambio
de isotipo, de modo que se producen anticuerpos humanos que comprenden una cadena γ de secuencia humana (tal
como γ1, γ2a, γ2B o γ3) y una cadena ligera de secuencia humana (tal como K). Dichos anticuerpos de secuencia
humana de isotipo cambiado contienen con frecuencia una o más mutaciones somáticas, típicamente en la región
variable y con frecuencia en o dentro de aproximadamente 10 restos de una CDR como resultado de la maduración
por afinidad y la selección de células B por antígeno, particularmente posterior a una exposición a antígeno secundaria
(o posterior). Estos anticuerpos de secuencia humana de alta avidez pueden tener avideces de unión de al menos 1 x
109 M−1, típicamente al menos 5 x 1010 M−1, frecuentemente más de 1 x 1010 M−1 y a veces 5 x 1010M−1 a 1 x 10−11

o superiores. Dichos anticuerpos de secuencia humana de alta avidez pueden generarse con alta avidez de unión por
antígenos humanos, tales como CD4 humano y las macromoléculas humanas similares (por ejemplo, tales como una
proteína de superficie celular o transmembrana humana u otro antígeno de la superficie celular).

Las células B de dichos ratones pueden usarse para generar hibridomas que expresen anticuerpos de secuencia
humana monoclonales de alta avidez (superior a 2 x 109 M−1) contra una diversidad de antígenos, incluyendo proteínas
humanas tales como CD4 y similares. Estos hibridomas pueden usarse para generar una composición que comprende
una inmunoglobulina que tiene una constante de avidez (Ka) de al menos 2 x 109 M−1 para la unión a un antígeno
humano predeterminado, en los que dicha inmunoglobulina consiste en:

una cadena ligera de secuencia humana compuesta por (1) una región variable de cadena ligera que tiene
una secuencia polipeptídica que es sustancialmente idéntica a una secuencia polipeptídica codificada por un
segmento génico VL humano y un segmento JL humano y (2) una región constante de cadena ligera que tiene
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una secuencia polipeptídica que es sustancialmente idéntica a una secuencia polipeptídica codificada por un
segmento génico CL humano; y

una cadena pesada de secuencia humana compuesta por (1) una región variable de cadena pesada que tiene
una secuencia polipeptídica que es sustancialmente idéntica a una secuencia polipeptídica codificada por un
segmento génico VH humano, opcionalmente una región D y un segmento JH humano y (2) una región constante
que tiene una secuencia polipeptídica que es sustancialmente idéntica a una secuencia polipeptídica codificada
por un segmento génico CH humano.

Con frecuencia, la cadena pesada de secuencia humana y la cadena ligera de secuencia humana están codificadas
por separado por un transgén de cadena pesada humano y un transgén de cadena ligera humano respectivamente, que
se integran en un genoma de una célula de ratón. Sin embargo, ambas cadenas pueden estar codificadas en un solo
transgén o una o ambas cadenas pueden estar codificadas en múltiples transgenes, tales como un transgén de cadena
pesada humana (por ejemplo, HC2) que procede de un segmento génico v de un YAC que contiene una serie VH que
no está integrada en el mismo locus que el transgén de cadena pesada humana en la línea germinal de ratón.

En una realización, la composición tiene una inmunoglobulina que comprende una cadena ligera de secuencia
humana que tiene una región constante κ y una cadena pesa de secuencia humana que tiene una región constante γ.

Los ratones (e hibridomas derivados de los mismos) son una fuente de inmunoglobulina que tiene una constan-
te de avidez (Ka) de al menos 1 x 1010 M−1 por la unión a un antígeno humano predeterminado, en los que dicha
inmunoglobulina consiste en:

una cadena ligera de secuencia humana compuesta por (1) una región variable de cadena ligera que tiene
una secuencia polipeptídica que es sustancialmente idéntica a una secuencia polipeptídica codificada por un
segmento génico VL humano y un segmento JL humano y (2) una región constante de cadena ligera que tiene
una secuencia polipeptídica que es sustancialmente idéntica a una secuencia polipeptídica codificada por un
segmento génico CL humano; y

una cadena pesada de secuencia humana compuesta por (1) una región variable de cadena pesada que tiene
una secuencia polipeptídica que es sustancialmente idéntica a una secuencia polipeptídica codificada por un
segmento génico VH humano, opcionalmente una región D y un segmento JH humano, y (2) una región constante
que tiene una secuencia polipeptídica que es sustancialmente idéntica a una secuencia polipeptídica codificada
por un segmento génico CH humano.

La invención proporciona un ratón transgénico que comprende: un par homocigoto de alelos de cadena pesada
endógena funcionalmente interrumpidos, un par homocigoto de alelos de cadena ligera endógena funcionalmente
interrumpidos, al menos una copia de un transgén de cadena ligera de inmunoglobulina heterólogo y al menos una
copia de un transgén de cadena pesada de inmunoglobulina heterólogo y en el que dicho animal genera una respuesta
de anticuerpos después de la inmunización con un antígeno humano en el que la respuesta de anticuerpos comprende
una inmunoglobulina que tiene una constante de avidez (Ka) de al menos 2 x 109 M−1, para su unión a un antígeno
humano predeterminado, donde dicha inmunoglobulina consiste en:

una cadena ligera de secuencia humana compuesta por (1) una región variable de cadena ligera que tiene
una secuencia polipeptídica que es sustancialmente idéntica a una secuencia polipeptídica codificada por un
segmento génico VL humano y un segmento JL humano y (2) una región constante de cadena ligera que tiene
una secuencia polipeptídica que es sustancialmente idéntica a una secuencia polipeptídica codificada por un
segmento génico CL humano; y

una cadena pesada de secuencia humana compuesta por (1) una región variable de cadena pesada que tiene
una secuencia polipeptídica que es sustancialmente idéntica a una secuencia polipeptídica codificada por un
segmento génico VH humano, opcionalmente una región D, y un segmento JH humano y (2) una región constante
que tiene una secuencia polipeptídica que es sustancialmente idéntica a una secuencia polipeptídica codificada
por un segmento génico CH humano.

Dicho ratón transgénico puede producir una inmunoglobulina de secuencia humana que se une a una proteína
transmembrana o de superficie humana presente en al menos un tipo de célula somática de un ser humano, en el que la
inmunoglobulina se une a dicha proteína transmembrana o de superficie humana con una constante de avidez (Ka) de
entre 1,5 x 109 M−1 y 1,8 x 1010 M−1. Un ejemplo de dicha proteína transmembrana o de superficie humana es CD4,
aunque pueden usarse otras como inmunógenos según se desee.

El desarrollo de anticuerpos de secuencia humana de alta avidez contra antígenos predeterminados se facilita por
un método para expandir el repertorio de segmentos génicos de región variable humana en un ratón transgénico que
tiene un genoma que comprende un transgén de inmunoglobulina humano integrado, comprendiendo dicho método
introducir en el genoma un transgén de gen V que comprende segmentos génicos de región V que no están presentes
en dicho transgén de inmunoglobulina humana integrado. Con frecuencia, el transgén de región V es un cromosoma
artificial de levadura que comprende una porción de una serie de segmentos génicos (Vκ) VH o VL humanos, como
puede aparecer de forma natural en un genoma humano o como pueden cortarse y empalmarse entre sí por separado
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por métodos recombinantes, que pueden incluir segmentos génicos V omitidos o fuera de servicio. Con frecuencia, al
menos cinco o más segmentos génicos V funcionales están contenidos en el YAC. En esta variación, es posible generar
un ratón transgénico producido por el método de expansión de repertorio V, en el que el ratón expresa una cadena de
inmunoglobulina que comprende una secuencia de región variable codificada por un segmento génico de región V
presente en el transgén de región V y una región C codificada en el transgén de Ig humana. Por medio del método
de expansión de repertorio V, pueden generarse ratones transgénicos que tengan al menos 5 genes V diferentes; al
igual que pueden generarse ratones que contengan al menos aproximadamente 24 genes V o más. Por supuesto,
algunos segmentos génicos V pueden no ser funcionales (por ejemplo, pseudogenes y similares); estos segmentos
pueden conservarse o pueden delecionarse selectivamente por métodos recombinantes disponibles por el experto si se
desea.

Una vez que se ha modificado por ingeniería genética la línea germinal de ratón para contener un YAC funcional
que tenga un repertorio de segmento V expandido, sustancialmente no presente en el transgén de Ig humana que
contiene los segmentos génicos J y C, el rasgo puede propagarse y cruzarse en otros fondos genéticos, incluyendo
fondos en los que el YAC funcional que tiene un repertorio de segmentos V ampliado se cruza en una línea germinal de
ratón que tiene un transgén de Ig humana diferente. Múltiples YAC funcionales que tienen un repertorio de segmento V
ampliado pueden cruzarse en una línea germinal para funcionar con un transgén de Ig humana (o múltiples transgenes
de Ig humana). Aunque se denominan en la presente memoria transgenes YAC, dichos transgenes cuando se integran
en el genoma pueden carecer sustancialmente de secuencias de levadura, tales como secuencias necesarias para la
replicación autónoma en levaduras; dichas secuencias pueden eliminarse opcionalmente por ingeniería genética (por
ejemplo, digestión de restricción y electroforesis en gel de campo pulsado u otro método adecuado) después de que la
replicación en levadura ya no sea necesaria (es decir, antes de la introducción en una célula ES de ratón o procigoto
de ratón).

La invención también proporciona un método de propagación del rasgo de expresión de inmunoglobulina de se-
cuencia humana que comprende cruzar un ratón transgénico que tiene el transgén o transgenes de Ig humana y que
tiene opcionalmente también un YAC funcional que tiene un repertorio de segmentos V ampliado. Pueden estar presen-
tes segmentos génicos tanto VH como VL en el YAC. El ratón transgénico puede cruzarse en cualquier fondo deseado
por el experto en la materia, incluyendo fondos que albergan otros transgenes humanos, incluyendo transgenes de Ig
humana y/transgenes que codifican otras proteínas de linfocitos humanos.

La invención también proporciona una inmunoglobulina de secuencia humana de alta avidez producida por un
ratón transgénico que tiene un transgén de YAC de repertorio de región v ampliado.

Aunque lo anterior describe una realización preferida del animal transgénico de la invención, otras realizaciones se
definen por la descripción de la presente memoria y más particularmente por los transgenes descritos en los Ejemplos.
Pueden definirse cuatro categorías de animal transgénico:

I. Animales transgénicos que contienen un transgén de inmunoglobulina de cadena pesada no reorganizada
y cadena ligera reorganizada.

II. Animales transgénicos que contienen un transgén de inmunoglobulina de cadena pesada no reorganizada
y cadena ligera no reorganizada.

III. Animales transgénicos que contienen un transgén de inmunoglobulina de cadena pesada reorganizada y
cadena ligera no reorganizada y

IV. Animales transgénicos que contienen transgenes de inmunoglobulina de cadena pesada reorganizada y
cadena ligera reorganizada.

De estas categorías de animal transgénico, el orden de preferencia preferido es como sigue II > I > III > IV en el
que los genes de cadena ligera endógenos (o al menos el gen κ) se han anulado por recombinación homóloga (u otro
método) e I > II > III > IV cuando los genes de cadena ligera endógenos no se han anulado y deben dominarse por
exclusión alélica.

Como se ha analizado anteriormente, la invención proporciona anticuerpos monoclonales de secuencia humana
que son útiles en el tratamiento de enfermedades humanas. Los usos terapéuticos de anticuerpos monoclonales se
analizan en, por ejemplo, Larrick y Bourla, Journal of Biological Response Modifiers, 5: 379-393, que se incorpora
en la presente memoria como referencia. Los usos de anticuerpos monoclonales humanos incluyen el tratamiento
de enfermedades autoinmunes, cáncer, enfermedades infecciosas, rechazo de trasplantes, trastornos sanguíneos tales
como trastornos de la coagulación y otras enfermedades.

Los anticuerpos de esta invención pueden administrarse a pacientes por cualquier método conocido en la técnica
médica para la administración de proteínas. Los anticuerpos son particularmente adecuados para la administración
parenteral (es decir, administración subcutánea, intramuscular o intravenosa). Las composiciones farmacéuticas de la
presente invención también son adecuadas para la administración usando estrategias de administración de fármacos
alternativas (véase, por ejemplo, Langer, Science, 249: 1527-1533 (1990)).
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Las composiciones farmacéuticas para administración parenteral comprenden habitualmente una solución de un
anticuerpo monoclonal disuelto en un vehículo aceptable, preferiblemente un vehículo acuoso. Pueden usarse una
diversidad de vehículos acuosos, por ejemplo, agua, agua tamponada, solución salina al 0,4%, glicina al 0,3% y simi-
lares. Estas soluciones son estériles y generalmente están libres de materia en forma de partículas. Estas composiciones
pueden esterilizarse por técnicas de esterilización convencionales bien conocidas. Las composiciones pueden contener
sustancias auxiliares farmacéuticamente aceptables según sea necesario para aproximarse a las condiciones fisioló-
gicas tales como ajuste del pH y agentes tamponantes, agentes de ajuste de la tonicidad y similares, por ejemplo
acetato sódico, cloruro sódico, cloruro potásico, cloruro cálcico, lactato sódico, etc. La concentración de anticuerpo
en estas formulaciones puede variar ampliamente, es decir, de menos de aproximadamente el 0,5%, habitualmente
el o al menos aproximadamente el 0,1% hasta el 1,5% o 2,0% en peso, y se seleccionará principalmente basándo-
se en volúmenes de líquido, viscosidades, etc., de acuerdo con el modo de administración particular seleccionado.
Se conocerán o serán evidentes métodos reales para preparar composiciones administrables por vía parenteral para
los expertos en la materia y se describen con más detalle en, por ejemplo, Remington’s Pharmaceutical Sciences,
17ª Ed., Mack Publishing Company, Easton, Pennsylvania (1985), que se incorporan en la presente memoria como
referencia.

Las composiciones que contienen los presentes anticuerpos o un cóctel de los mismos pueden administrarse para
tratamientos profilácticos y/o terapéuticos. En la aplicación terapéutica, se administran composiciones a un paciente
en una cantidad suficiente para curar o al menos detener parcialmente la infección y sus complicaciones. Una canti-
dad adecuada para lograr esto se define como “dosis terapéuticamente eficaz”. Las cantidades eficaces para este uso
varían generalmente de aproximadamente 0,05 mg/kg de peso corporal a aproximadamente 5 mg/kg de peso corporal,
preferiblemente entre aproximadamente 0,2 mg/kg de peso corporal y aproximadamente 1,5 mg/kg de peso corporal.

En algunos casos será deseable modificar las moléculas de inmunoglobulina de la invención para cambiar su
actividad biológica. Por ejemplo, las inmunoglobulinas pueden acoplarse directa o indirectamente a otros agentes
quimioterapéuticos. Pueden acoplarse una diversidad de agentes quimioterapéuticos para su dirección. Por ejemplo,
los agentes antiinflamatorios que pueden acoplarse incluyen inmunomoduladores, antagonistas del factor activador
de plaquetas (PAF), inhibidores de la ciclooxigenasa, inhibidores de la lipooxigenasa y antagonistas de leucotrienos.
Algunos restos preferidos incluyen ciclosporina A, indometacina, naproxeno, FK-506, ácido micofenólico y simila-
res. De forma similar, son útiles antioxidantes, por ejemplo, superóxido dismutasa en el tratamiento de la lesión de
reperfusión. Asimismo pueden dirigirse agentes anticancerosos tales como daunomicina, doxorrubicina, vinblastina,
bleomicina y similares.

Los anticuerpos monoclonales de la invención también pueden usarse para dirigir agentes anfipáticos (por ejemplo,
liposomas) a sitios en un paciente. En estas preparaciones, el fármaco a administrar se incorpora como parte un
liposoma en el que se incluye un anticuerpo monoclonal humano.

Los anticuerpos monoclonales de secuencia humana de la invención son útiles, en parte, debido a que se unen es-
pecíficamente al antígeno predeterminado contra el que se dirigen. Cuando el antígeno predeterminado es un antígeno
humano (es decir, una proteína humana o fragmento de la misma) a veces será ventajoso si la inmunoglobulina humana
de la invención también se une al antígeno afín que se encuentra en animales no humanos, especialmente animales que
se usan frecuentemente para el ensayo de fármacos (por ejemplo, ensayo preclínico de la actividad biológica, farma-
cocinética y seguridad). Estos animales incluyen ratones, conejos, ratas, perros, cerdos y especialmente primates no
humanos tales como chimpancés, simios y monos (por ejemplo, monos Rhesus y monos cynomolgus). La capacidad
para reconocer antígenos en animales de experimentación es particularmente útil para determinar el efecto de la unión
específica sobre la biodistribución de las inmunoglobulinas. Un antígeno afín es un antígeno que (i) tiene una estructu-
ra (por ejemplo, secuencia de aminoácidos) que es sustancialmente similar al antígeno humano (es decir, la secuencia
de aminoácidos de una proteína afín animal será típicamente al menos aproximadamente el 50% idéntica a la proteína
humana, habitualmente al menos aproximadamente el 70% idéntica y con frecuencia al menos aproximadamente el
80% idéntica o más); (ii) tiene sustancialmente la misma función que el antígeno humano; y (iii) con frecuencia se
une en el mismo compartimento celular que el antígeno humano. Los antígenos humanos y animal afín típicamente
(pero no siempre) tienen los mismos nombres. Los ejemplos de antígenos afines incluyen tubulina humana y tubulina
de ratón, CD4 humano y CD4 Rhesus e IgG humana e IgG de rata.

En otro aspecto, la invención proporciona mAb humanos de unión a antígeno que comprenden al menos un po-
lipéptido codificado por un gen artificial. Un gen artificial comprende un segmento de ácido nucleico que codifica
un polipéptido que se sintetiza in vitro por métodos químicos o enzimáticos que no requieren una cadena de ácido
nucleico de molde derivada de célula (por ejemplo, un molde de ácido nucleico obtenido a partir de una célula bacte-
riana o una célula inmune o de hibridoma) y la progenie (por replicación) del gen artificial, es decir, un ácido nucleico
totalmente sintético.

Aunque es rutinario en la ingeniería genética usar ácidos nucleicos sintéticos cortos como cebadores, engarces y
similares, también es posible por medios químicos y/o enzimáticos producir ácidos nucleicos codificantes de proteínas
totalmente sintéticos que tengan una longitud de 30, 50 o más bases. Los genes artificiales de la invención pueden
incluir tanto regiones de ácido nucleico sintéticas como regiones de ácido nucleico derivadas de célula. La región
de ácido nucleico sintética del gen artificial será generalmente de al menos aproximadamente de 50 bases de longi-
tud, con frecuencia de al menos aproximadamente 100 bases, típicamente al menos aproximadamente 200 bases, más
frecuentemente al menos aproximadamente 250 bases y habitualmente más de 300 bases o 400 bases de longitud.
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Típicamente, las regiones de ácido nucleico sintético codificarán segmentos génicos variables o una porción de los
mismos, por ejemplo, regiones CDR, y las regiones constantes estarán codificadas por ácidos nucleicos derivados de
células. Los polipéptidos de inmunoglobulina (es decir, cadenas pesadas de inmunoglobulina y cadenas ligeras de
inmunoglobulina) pueden expresarse convenientemente usando genes artificiales que codifiquen los polipéptidos. Ha-
bitualmente, los genes artificiales se unen operativamente a secuencias promotoras de la transcripción, por ejemplo,
secuencias promotoras derivadas de genes de inmunoglobulina o de virus (por ejemplo, SV40, CMV, HIV, RSV) o
promotores híbridos. El gen artificial puede unirse a otras secuencias también, por ejemplo, secuencias de poliadenila-
ción e intrones. Un método para expresar un polipéptido de inmunoglobulina implica la inserción de un ácido nucleico
sintético que codifica una región de un polipéptido de inmunoglobulina (por ejemplo, una región variable o porción de
la misma) en un vector que codifica los segmentos restantes o partes de la cadena de inmunoglobulina (por ejemplo,
una región constante µ, γ γ2, γ3, γ4, δ, ε, α1 o α2) y, opcionalmente, secuencias de promotor (por ejemplo, un pro-
motor de CMV (citomegalovirus)), de poliadenilación u otras secuencias. Dichos vectores se construyen de modo que
tras la introducción en una célula, la transcripción y traducción celular de las secuencias del vector den como resultado
un polipéptido de inmunoglobulina.

Pueden construirse genes y polipéptidos de cadena ligera y pesada de inmunoglobulina de secuencia humana
funcionales usando genes artificiales, y usarse para producir inmunoglobulinas con una especificidad deseada tal como
una unión específica a un antígeno predeterminado. Esto se consigue construyendo un gen artificial que codifique un
polipéptido de inmunoglobulina sustancialmente similar a un polipéptido expresado por una célula de, o un hibridoma
derivado de, un animal transgénico inmunizado con el antígeno predeterminado. Por lo tanto, la invención proporciona
genes artificiales que codifican polipéptidos de inmunoglobulina y métodos para producir una inmunoglobulina de
secuencia humana usando un gen o genes artificiales.

De acuerdo con este método, un animal transgénico (por ejemplo, un ratón transgénico con un par homocigoto de
alelos de cadena pesada endógenos funcionalmente interrumpidos, un par homocigoto de alelos de cadena ligera endó-
genos funcionalmente interrumpidos, al menos una copia de un transgén de cadena ligera de inmunoglobulina humano
y al menos una copia de un transgén de cadena pesada de inmunoglobulina humano) se inmuniza con un antígeno pre-
determinado, por ejemplo, una proteína humana. Después se recoge o aísla el ácido nucleico, preferiblemente ARNm,
de una célula o población de células en las que han tenido lugar reorganizaciones de genes de inmunoglobulina y se
determina la secuencia o secuencias de ácido nucleico que codifican las cadenas ligera y/o pesada (especialmente los
segmentos V) de inmunoglobulinas o una porción de las mismas. Esta información de secuencia se usa como base
para la secuencia del gen artificial.

La determinación de secuencia requerirá generalmente el aislamiento de al menos una porción del gen o ADNc de
interés, por ejemplo, una porción de un transgén humano reorganizado o del ADNc correspondiente que codifica un
polipéptido de inmunoglobulina. Habitualmente, esto requiere la clonación del ADN o, preferiblemente, ARNm (es
decir, ADNc) que codifica el polipéptido de inmunoglobulina humana. La clonación se lleva a cabo usando técnicas
convencionales (véase, por ejemplo, Sambrook et al. (1989) Molecular Cloning: A Laboratory Guide, Vols 1-3, Cold
Spring Harbor Press, que se incorpora en la presente memoria como referencia). Por ejemplo, una biblioteca de ADNc
puede construirse por transcripción inversa de ARNm poliA+, preferiblemente ARNm asociado a membrana, y la
biblioteca explorarse usando sondas específicas para secuencia génicas de polipéptidos de inmunoglobulina humana.
En una realización preferida, sin embargo, la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) se usa para amplificar ADNc
(o porciones de ADNc de longitud completa), que codifican un segmento génico de inmunoglobulina de interés (por
ejemplo, un segmento variable de cadena ligera). Debido a que las secuencias de los genes de polipéptidos de inmuno-
globulina humana están fácilmente disponibles para los expertos en la materia, pueden diseñarse fácilmente sondas o
cebadores de PCR que hibridarán específicamente con o amplificarán un gen de inmunoglobulina humana o segmento
del mismo. Véase, por ejemplo, Taylor et al., Nuc. Acids. Res., 20: 6287 (1992) que se incorpora como referencia.
Además, con frecuencia las secuencias del transgén humano del ratón transgénico serán conocidas para el experto
en la materia y pueden seleccionarse secuencias de cebadores que hibriden con regiones apropiadas del transgén. Las
secuencias amplificadas pueden clonarse fácilmente en cualquier vector adecuado, por ejemplo, vectores de expresión,
vectores de minigenes o vectores de presentación en fago. Se apreciará que el método particular de clonación usado
no es crítico siempre que sea posible determinar la secuencia de alguna porción del polipéptido de inmunoglobulina
de interés. Como se usa en la presente memoria, un ácido nucleico que se clona, amplifica, marca o distingue de otro
modo de ácidos nucleicos de fondo, de modo que pueda determinarse la secuencia del ácido nucleico de interés, se
considera aislado.

Una fuente de ARN usado para la clonación y secuenciación es un hibridoma producido por obtención de una
célula B del ratón transgénico y fusión de la célula B con una célula inmortal. Una ventaja del uso de hibridomas es
que pueden explorarse fácilmente y seleccionarse un hibridoma que produce un anticuerpo monoclonal humano de
interés. Como alternativa, el ARN puede aislarse de células B (o de bazo completo) del animal inmunizado. Cuando se
usan fuentes distintas de hibridomas, puede ser deseable explorar para secuencias que codifiquen inmunoglobulinas o
polipéptidos de inmunoglobulina con características de unión específicas. Un método para dicha exploración es el uso
de tecnología de presentación en fago. La presentación en fago se describe en, por ejemplo, Dower et al., documento
WO 91/17271, McCafferty et al., documento WO 92/01047 y Caton y Koprowski, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87:
6450-6454 (1990), incorporándose cada una de ellas en la presente memoria como referencia. En una realización que
usa tecnología de presentación en fago, se aísla ADNc de un ratón transgénico inmunizado (por ejemplo, ADNc de
bazo total), se usa la reacción en cadena de la polimerasa para amplificar una secuencia de ADNc que codifique una
porción de polipéptido de inmunoglobulina, por ejemplo, regiones CDR, y las secuencias amplificadas se insertan en
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un vector de fago. Se identifican ADNc que codifican péptidos de interés, por ejemplo, péptidos de región variable con
características de unión deseadas, mediante técnicas convencionales tales como selección (panning).

La secuencia del ácido nucleico amplificado o clonado se determina después. Típicamente, se determina la secuen-
cia que codifica una región variable completa del polipéptido de inmunoglobulina, sin embargo, a veces será adecuado
secuenciar sólo una porción de una región variable, por ejemplo, la porción codificante de CDR. Típicamente, la por-
ción secuenciada será de al menos 30 bases de longitud, más frecuentemente se secuenciarán las bases que codifiquen
al menos aproximadamente un tercio o al menos aproximadamente la mitad de la longitud de la región variable.

La secuenciación puede llevarse a cabo en clones aislados de una biblioteca de ADNc o, cuando se usa PCR,
después de subclonar la secuencia amplificada o por secuenciación directa por PCR del segmento amplificado. La
secuenciación se realiza usando técnicas convencionales (véase, por ejemplo, Sambrook et al. (1989) Molecular Clo-
ning: A Laboratory Guide, Vols 1-3, Cold Spring Harbor Press, y Sanger, F. et al. (1977) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
74: 5463-5467, que se incorporan en la presente memoria como referencia). Por comparación de la secuencia del
ácido nucleico clonado con secuencias publicadas de genes de inmunoglobulina humanos y ADNc, un experto será
fácilmente capaz de determinar, dependiendo de la región secuenciada, (i) el uso de segmentos de la línea germinal
del polipéptido de inmunoglobulina de hibridoma (incluyendo el isotipo de la cadena pesada) y (ii) la secuencia de
las regiones variables de cadena ligera y pesada incluyendo las secuencias resultantes de la adición de región N y el
proceso de mutación somática. Una fuente de información de secuencia de genes de inmunoglobulina es el National
Center for Biotechnology Information, National Library of Medicine, National Institutes of Health, Bethesda, Md.

En una realización alternativa, la secuencia de aminoácidos de una inmunoglobulina de interés puede determinarse
por secuenciación directa de proteínas.

Puede construirse un gen artificial que tenga una secuencia idéntica a o sustancialmente similar a al menos una
porción del gen de expresión de inmunoglobulina (es decir, transgén reorganizado). De forma similar, el gen artificial
puede codificar un polipéptido que sea idéntico o tenga una similitud sustancial con un polipéptido codificado por la
porción secuenciada del transgén reorganizado. La degeneración del código genético permite que el mismo polipép-
tido esté codificado por múltiples secuencias de ácido nucleico. A veces es deseable cambiar la secuencia de ácido
nucleico, por ejemplo, introducir sitios de restricción, cambiar el uso de codones para reflejar un sistema de expresión
particular o eliminar un sitio de glicosilación. Además, pueden introducirse cambios en las secuencias del hibridoma
para cambiar las características (por ejemplo, características de unión) de la inmunoglobulina. Por ejemplo, pueden
producirse cambios, especialmente en las regiones CDR de las regiones variables de cadena ligera y pesada, para
aumentar la afinidad de la inmunoglobulina por el antígeno predeterminado.

Son bien conocidos métodos para construir un ácido nucleico sintético. Es posible una síntesis totalmente química
pero, en general, se lleva a cabo una síntesis química-enzimática mixta en la que se usan oligonucleótidos sintetizados
químicamente en reacciones de ligación y/o en la reacción en cadena de la polimerasa para crear polinucleótidos más
largos. En una realización más preferida, la reacción en cadena de la polimerasa se lleva a cabo usando cebadores so-
lapantes seleccionados de modo que el resultado de la amplificación sea un ADN con la secuencia deseada para el gen
artificial. Los oligonucleótidos de la presente invención pueden sintetizarse en fase sólida o en solución. Generalmen-
te, se prefiere síntesis en fase sólida. Están ampliamente disponibles descripciones detalladas de los procedimientos
para síntesis en fase sólida de oligonucleótidos mediante químicas de fosfito-triéster, fosfotriéster y H-fosfonato. Véa-
se, por ejemplo, Itakura, Patente de Estados Unidos Nº 4.401.796; Caruthers et al., Patentes de Estados Unidos Nº
4.458.066 y 4.500.707; Beaucage et al., Tetrahedron Lett., 22: 1859-1862; Matteucci et al., J. Amer. Chem. Soc, 103:
3185-3191 (1981); Caruthers et al., Genetic Engineering, 4: 1-17 (1982); Jones, capítulo 2, Atkinson et al., capítulo
3, y Sproat et al., capítulo 4, en Gait, ed. Oligonucleotide Synthesis: A Practical Approach, IRL Press, Washington,
D.C. (1984); Froehler et al., Tetrahedron Lett, 27: 469-472 (1986); Froehler et al. Nucleic Acids Res, 14: 5399-5407
(1986); Sinha et al. Tetrahedron Lett, 24: 5843-5846 (1983); y Sinha et al. Nucleic Acids Res, 12: 4539-4557 (1984),
que se incorporan en la presente memoria como referencia.

El gen artificial puede introducirse en una célula y expresarse para producir un polipéptido de inmunoglobulina.
La elección del tipo celular para la expresión dependerá de muchos factores (por ejemplo, el nivel de glicosilación de
proteína deseado), pero se preferirán células capaces de secretar inmunoglobulinas humanas. Las células especialmente
preferidas incluyen células CHO y células derivadas de mieloma tales como las líneas celulares SP20 y NSO. El
cultivo de células convencional es bien conocido y también se describe en Newman, et al. Biotechnology, 10: 1455-
1460 (1992); Bebbington, et al. Biotechnology, 10: 169-175 (1992); Cockett, et al. Biotechnology, 8: 662-667(1990);
Carter, et al. Biotechnology, 10: 163-167(1992), incorporándose cada uno de ellos en la presente memoria como
referencia. Son bien conocidos métodos para la introducción de ácidos nucleicos, por ejemplo, un gen artificial e
incluyen transfección (por ejemplo, por electroporación o mediada por liposomas) y transformación. Se describen en
general sistemas para la expresión de genes introducidos en Sambrook et al., anteriormente.

Con frecuencia es deseable expresar dos polipéptidos de inmunoglobulina (es decir, una cadena pesada y una
cadena ligera) en la misma célula, de modo que se produzca una inmunoglobulina (por ejemplo, una molécula de IgG)
in vivo. Por consiguiente, a veces será deseable introducir dos genes artificiales (es decir, uno que codifique una cadena
pesada y uno que codifique una cadena ligera) en una célula. (Los dos genes artificiales pueden introducirse en un solo
vector). Como alternativa, un gen artificial que codifica un polipéptido de inmunoglobulina puede introducirse en una
célula que se ha modificado por ingeniería genética para que exprese el otro polipéptido de inmunoglobulina.
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Será evidente que a medida que se propagan las células en las que se transfecta el gen artificial, la porción de
ácido nucleico totalmente sintética del gen artificial actuará como molde para la replicación y la transcripción. No
obstante, los genes de la progenie se habrán originado a partir de un ácido nucleico sintético (es decir, una molécula
de ácido nucleico codificante de un polipéptido que se sintetiza in vitro por métodos químicos o enzimáticos que no
requieren una cadena de ácido nucleico de molde derivada de célula) y, como se usan en la presente memoria, también
se consideran genes artificiales. Por lo tanto, la relación de la porción sintética del gen artificial respecto al transgén
expresado del hibridoma es una en la que existe una conexión de información (es decir, información de secuencia)
pero no una conexión física directa.

La invención también proporciona anticuerpos monoclonales anti-CD4 útiles en aplicaciones terapéuticas y de
diagnóstico, especialmente el tratamiento de una enfermedad humana. CD4 es una proteína de superficie celular
que se expresa principalmente en timocitos y células T y que está implicada en la función de células T y el reco-
nocimiento de antígenos de MHC Clase II. Los anticuerpos dirigidos contra CD4 actúan reduciendo la actividad
de células CD4 y, así, reducen reacciones autoinmunes indeseables, respuestas inflamatorias y rechazo de órganos
trasplantados.

De hecho, se ha demostrado que la administración de mAb anti-CD4 previene (Wofsy, et al., J. Exp. Med., 161:
378-391 (1985)) o revierte (Wofsy, et al, J. Immunol, 138: 3247-3253 (1987), Waldor, et al. Science, 227: 415-417
(1985)) enfermedades autoinmunes en modelos animales. La administración de mAb anti-CD4 murinos o quiméricos
a pacientes con artritis reumatoide ha demostrado pruebas de beneficio clínico (Knox, et al. Blood, 77: 20-30 (1991);
Goldbery, et al, J. Autoimmunity, 4: 617-630; Herzog, et al. Lancet, ii: 1461-1462; Horneff, et al. Arthritis Rheum,
34: 129-140; Reiter, et al. Arthritis Rheum, 34: 525-536; Wending, et al, J. Rheum, 18: 325-327; Van der Lubbe, et
al. Arthritis Rheum, 38: 1097-1106; Van der Lubbe, et al. Arthritis Rheum, 36: 1375-1379; Moreland, et al., Arthritis
Rheum, 36: 307-318 y Choy, et al., Arthritis and Rheumatism, 39(1): 52-56 (1996); incorporándose todos ellos en
la presente memoria como referencia). Además, como se ha señalado anteriormente, un mAb anti-CD4 quimérico
ha demostrado cierta eficacia clínica en pacientes con micosis fungoide (Knox et al. (1991) Blood 77: 20; que se
incorpora en la presente memoria como referencia). También se analizan anticuerpos anti-CD4 en Newman, et al,
Biotechnology, 10: 1455-1460 (1992), que se incorpora en la presente memoria como referencia.

Ejemplos experimentales

Materiales y métodos

Los ratones transgénicos se obtienen de acuerdo con Hogan, et al, “Manipulating the Mouse Embryo: A Laboratory
Manual”, Cold Spring Harbor Laboratory, que se incorpora en la presente memoria como referencia.

Las células madre embrionarias se manipulan de acuerdo con procedimientos publicados (Teratocarcinomas and
embryonic stem cells: a practical approach, E. J. Robertson, ed, IRL Press, Washington, D. C, 1987; Zjilstra et al.
Nature 342: 435-438 (1989); y Schwartzbergetal, Science 246: 799-803 (1989), incorporándose cada una de ellas en
la presente memoria como referencia).

Los procedimientos de clonación de ADN se llevan a cabo de acuerdo con J. Sambrook, et al. en Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, 2ª ed, 1989, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., que se
incorporan en la presente memoria como referencia.

Los oligonucleótidos se sintetizan en un sintetizador de oligonucleótidos Applied Bio Systems de acuerdo con
las especificaciones proporcionadas por el fabricante. Las células de hibridoma y los anticuerpos se manipulan de
acuerdo con “Antibodies: A Laboratory Manual”, Ed Harlow y David Lane, Cold Spring Harbor Laboratory (1988),
que se incorporan en la presente memoria como referencia.

Ejemplo 1

Transgén de Ig Humana de Cadena Pesada Genómico

Este Ejemplo describe la clonación y microinyección de un transgén de inmunoglobulina de cadena pesada genó-
mico humano que se microinyecta en un cigoto murino.

Se aíslan núcleos de tejido placentario humano recién obtenido como se describe por Marzluff et al, “Transcription
and Translation: A Practical Approach”, B. D. Hammes y S. J. Higgins, eds, págs. 89-129, IRL-Press, Oxford (1985).
Los núcleos aislados (o espermatocitos humanos lavados con PBS) se embeben en una matriz de agarosa de bajo punto
de fusión y se lisan con EDTA y proteinasa κ para exponer el ADN de alto peso molecular, que después se digiere
en la agarosa con la enzima de restricción NotI como se describe por M. Finney en Current Protocols in Molecular
Biology (F. Ausubel, et al, eds. John Wiley & Sons, Sup. 4, 1988, Sección 2.5.1).

El ADN digerido con NotI se fracciona después por electroforesis en gel de campo pulsado, como se describe
por Anand et al, Nucl. Acids Res. 17: 3425-3433 (1989). Las fracciones enriquecidas para el fragmento NotI se
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ensayan mediante hibridación de Southern para detectar una o más de las secuencias codificadas por este fragmento.
Dichas secuencias incluyen los segmentos D de cadena pesada, segmentos J, regiones constantes µ y γ1, junto con
representantes de las 6 familias de VH (aunque este fragmento se identifica como un fragmento de 670 kb de células
HeLa por Berman et al. (1988), anteriormente, se ha descubierto que es un fragmento de 830 kb de ADN de esperma
y placenta humana). Las fracciones que contienen este fragmento NotI (véase la Figura 4) se combinan y se clonan
en el sitio NotI del vector pYACNN en células de levadura. Se prepara el plásmido pYACNN por digestión de pYAC-
4 Neo (Cook et al., Nucleic Acids Res. 16: 11817 (1988)) con EcoRI y ligación en presencia del oligonucleótido 5’-
AAT TGC GGC CGC-3’ (SEC ID Nº: 35).

Se aíslan clones de YAC que contienen el fragmento NotI de cadena pesada como se describe por Brownstein et al.,
Science 244: 1348-1351 (1989) y Green et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87: 1213-1217 (1990), que se incorporan
en la presente memoria como referencia. El inserto NotI clonado se aísla a partir de ADN de levadura de alto peso
molecular mediante electroforesis en gel de campo pulsado, como se describe por M. Finney, en la obra citada. El
ADN se condensa por adición de espermina 1 mM y se microinyecta directamente en el núcleo de los embriones de
una sola célula descritos anteriormente.

Ejemplo 2

Transgén de Ig Humana de Cadena Ligera κ Genómico Formado por Recombinación Homóloga In Vivo

Se ha descrito un mapa de la cadena ligera κ humana en Lorenz et al., Nucl. Acids Res. 15: 9667-9677 (1987), que
se incorpora en la presente memoria como referencia.

Un fragmento de XhoI a NotI de 450 kb, que incluye toda la Cκ, el potenciador 3’, todos los segmentos J y al
menos cinco segmentos V diferentes, se aísla y se microinyecta en el núcleo de embriones de una sola célula como se
describe en el Ejemplo 1.

Ejemplo 3

Transgén de Ig Humana de Cadena Ligera κ Genómico Formado por Recombinación Homóloga In Vivo

Un fragmento de MluI a NotI de 750 kb, que incluye todo lo anterior más al menos 20 segmentos V más, se
aísla como se describe en el Ejemplo 1 y se digiere con BssHII para producir un fragmento de aproximadamente
400 kb.

El fragmento de XhoI a NotI de 450 kb más el fragmento de MluI a BssHII de aproximadamente 400 kb tienen un
solapamiento de secuencia definido por los sitios de restricción BssHII y XhoI. La recombinación homóloga de estos
dos fragmentos tras la microinyección de un cigoto de ratón da como resultado un transgén que contiene al menos 15-
20 segmentos V adicionales más de los encontrados en el fragmento XhoI/NotI de 450 kb (Ejemplo 2).

Ejemplo 4

Construcción de Minilocus de Cadena Pesada

A. Construcción de pGP1 y pGP2

Se digiere el pBR322 con EcoRI y StyI y se liga con los oligonucleótidos siguientes para generar pGP1, que
contiene un inserto de 147 pares de bases que contiene los sitios de restricción que se muestran en la Figura 8. El
solapamiento general de estos oligonucleótidos también se muestra en la Figura 9.

Los oligonucleótidos son:
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Este plásmido contiene un polienlazador de gran tamaño flanqueado por sitios NotI de corte poco frecuente para
construir insertos de gran tamaño que pueden aislarse a partir de secuencias de vector para su microinyección. El plás-
mido se basa en pBR322, que tiene un número de copias relativamente bajo en comparación con los plásmido basados
en pUC (pGP1 conserva la región de control del número de copias de pBR322 próxima al origen de replicación). El
bajo número de copias reduce la toxicidad potencial de las secuencias de insertos. Además, el pGP1 contiene una
secuencia de terminación de la transcripción potente derivada de trpA (Christie et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
78: 4180 (1981)) insertada entre el gen de resistencia a ampicilina y el polienlazador. Esto reduce adicionalmente la
toxicidad asociada con ciertos insertos evitando la transcripción por translectura que procede de los promotores de
ampicilina.

El plásmido pGP2 se obtiene a partir de pGP1 introduciendo un sitio de restricción adicional (SfiI) en el polienla-
zador. El pPG1 se digiere con MluI y SpeI para cortar las secuencias de reconocimiento en la porción polienlazadora
del plásmido.

Los oligonucleótidos adaptadores siguientes se ligan al pGP1 así digerido para formar pGP2.

El pGP2 es idéntico al pGP1 excepto por que contiene un sitio SfiI adicional localizado entre los sitios MluI y
SpeI. Esto permite que los insertos se escindan completamente con SfiI, así como con NotI.

B. Construcción de pRE3 (potenciador de rata 3’)

Una secuencia de potenciador localizada cadena bajo de la región constante de ratas se incluye en las construccio-
nes de cadena pesada.

El potenciador 3’ de región de cadena pesada descrito por Petterson et al., Nature 344: 165-168 (1990), que se
incorpora en la presente memoria como referencia, se aísla y se clona. La secuencia de potenciador 3’ de IGH de rata
se amplifica por PCR mediante el uso de los oligonucleótidos siguientes:
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El ADN bicatenario así formado que codifica el potenciador 3’ se corta con BamHI y SphI y se clona en pGP2
cortado con BamHI/SphI para dar pRE3 (potenciador de rata 3’).

C. Clonación de Región J-µ Humana

Una porción sustancial de esta región se clona combinando dos o más fragmentos aislados de insertos de fago
lambda. Véase la Figura 9.

Un fragmento BamHI/HindIII de 6,3 kB que incluye todos los segmentos J humanos (Matsuda et al., EMBO
J., 7: 047-1051 (1988); Ravetech et al., Cell, 27: 583-591 (1981), que se incorporan en la presente memoria como
referencia) se aísla a partir de una biblioteca de ADN genómico usando el oligonucleótido GGA CTG TGT CCC TGT
GTG ATG CTT TTG ATG TCT GGG GCC AAG (SEC ID Nº: 36).

Un fragmento HindIII/BamII de 10 kb adyacente que contiene un potenciador, exones codificantes de región cons-
tante y de cambio (Yasui et al., Eur. J. Immunol. 19: 1399-1403 (1989)) se aísla de forma similar usando el oligonu-
cleótido:

Un fragmento BamHI de 1,5 kb 3’ adyacente se aísla de forma similar usando el inserto del clon pMUM como
sonda (pMUM es un fragmento EcoRI/HindIII de 4 kb aislado de una biblioteca de ADN genómico humano con el
oligonucleótido:

de exón 1 de mu de membrana) y se clona en pUC19.

El pGP1 se digiere con BamHI y BglII, seguido de tratamiento con fosfatasa alcalina intestinal de ternera.

Los fragmentos (a) y (b) de la Figura 9 se clonan en el pPG1 digerido. Después, se aísla un clon que se orienta
de modo que se destruye el sitio BamHI 5’ por fusión BamHI/BgI. Se identifica como pMU (véase la Figura 10). El
pMU se digiere con BamHI y se inserta el fragmento (c) de la Figura 9. La orientación se comprueba con digestión
con HindIII. El plásmido resultante pHIG1 (Figura 10) contiene un inserto de 18 kb que codifica segmentos J y Cµ.

D. Clonación de Región Cµ

El pGP1 se digiere con BamHI y HindIII y se sigue del tratamiento con fosfatasa alcalina intestinal de ternera
(Figura 14). El fragmento así tratado (b) de la Figura 14 y el fragmento (c) de la Figura 14 se clonan en el pGP1
cortado con BamHI/HindIII. Se comprueba la orientación apropiada del fragmento (c) por digestión con HindIII para
formar pCON1 que contiene un inserto de 12 kb que codifica la región Cµ.

Considerando que pHIG1 contiene segmentos J, secuencias de cambio y µ en su inserto de 18 kb con un sitio SfiI
3’ y un sitio SpeI 5’ en un polienlazador flanqueado por sitios NotI, se usará para segmentos VDJ reorganizados. El
pCON1 es idéntico excepto por que carece de la región J y contiene sólo un inserto de 12 kb. El uso de pCON1 en la
construcción de un fragmento que contiene segmentos VDJ reorganizados se describirá a continuación en la presente
memoria.

E. Clonación de Reacción Constante γ-1 (pREG2)

La clonación de la región γ-1 se representa en la Figura 16.

Yamamura et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83: 2152-2156 (1986) describieron la expresión de γ-1 humana
unida a membrana a partir de una construcción transgénica que se había delecionado parcialmente en la integración.
Sus resultados indican que el sitio BamHI 3’ delinea una secuencia que incluye la copia reorganizada y cambiada
transmembrana del gen gamma con un intrón V-C de menos 5 kb. Por lo tanto, en el gen no reorganizado no cambiado,
la región de cambio completa se incluye en una secuencia que comienza a menos de 5 kb del extremo 5’ del primer
exón constante γ-1. Por lo tanto, se incluye en el fragmento HindIII de 5,3 kb 5’ (Ellison et al., Nucleic Acids Res.
10: 4071-4079 (1982), que se incorpora en la presente memoria como referencia). Takahashi et al., Cell 29: 671-679
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(1982), que se incorpora en la presente memoria como referencia, también describe que este fragmento contiene la
secuencia de cambio y este fragmento junto con el fragmento de HindIII a BamHI de 7,7 kb debe incluir todas las
secuencias necesarias para la construcción del transgén. Una secuencia intrónica es una secuencia de nucleótidos de
al menos 15 nucleótidos contiguos que aparece en un intrón de un gen específico.

Se identifican clones de fagos que contienen la región γ-1 y se aíslan usando el oligonucleótido siguiente que es
específico para el tercer exón de γ-1 (CH3).

Un fragmento de HindIII a BglII de 7,7 (fragmento (a) en la Figura 11) se clona en pRE3 cortado con HindIII/BglII
para formar pREG1. El fragmento HindIII de 5,3 kb cadena arriba (fragmento (b) en la Figura 11) se clona en pREG1
digerido con HindIII para formar pREG2. La orientación correcta se confirma por digestión como BamHI/SpeI.

F. Combinación de Cγ y Cµ

El plásmido descrito anteriormente pHIG1 contiene segmentos J humanos y los exones de región constante Cµ.
Para proporcionar un transgén que contiene los segmentos génicos de la región constante Cµ, se digirió pHIG1 con SfiI
(Figura 10). El plásmido pREG2 también se digirió con SfiI para producir un inserto de 13,5 kb que contiene exones
Cγ humanos y la secuencia del potenciador 3’ de rata. Estas secuencias se combinaron para producir el plásmido
pHIG3’ (Figura 12) que contiene los segmentos J humanos, la región constante Cµ humana, la región constante Cγ1
humana y el potenciador 3’ de rata contenido en un inserto de 31,5 kb.

Un segundo plásmido que codifica Cµ humana y Cγ1 sin segmentos J se construye por digestión de pCON1 con
SfiI y combinación del mismo con el fragmento SfiI que contiene la región Cγ humana y el potenciador 3’ de rata por
digestión de pREG2 con SfiI. El plásmido resultante, pCON (Figura 12) contiene un inserto NotI/SpeI de 26 kb que
contiene Cµ humana, γ1 humana y la secuencia del potenciador 3’ de rata.

G. Clonación de Segmento D

La estrategia para clonar los segmentos D humanos se representa en la Figura 13. Se identifican clones de fagos de
la biblioteca genómica humana que contienen segmentos D y se aíslan usando sondas específicas para secuencias de
la región de diversidad (Ichihara et al., EMBO J. 7: 4141-4150 (1988)). Se usan los oligonucleótidos siguientes:

Un fragmento XhoI de 5,2 kb (fragmento (b) en la Figura 13) que contiene DLR1, DXP1, DXP’1 y DA1 se aísla
de un clon de fago identificado con el oligonucleótido DXP1.

Un fragmento de XbaI de 3,2 kb (fragmento (c) en la Figura 13) que contiene DXP4, DA4 y DK4 se aísla a partir
de un clon de fago identificado con el oligonucleótido DXP4.

Los fragmentos (b), (c) y (d) de la Figura 13 se combinan y se clonan en el sitio XbaI/XhoI de pGP1 para formar
pHIG2, que contiene un inserto de 10,6 kb.

Esta clonación se realiza de forma secuencial. En primer lugar, el fragmento de 5,2 kb (b) en la Figura 13 y el
fragmento de 2,2 kb (d) de la Figura 13 se tratan con fosfatasa alcalina intestinal de ternera y se clonan en pGP1
digerido con XhoI y XbaI. Los clones resultantes se exploran con el inserto de 5,2 y de 2,2 kb. La mitad de esos
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clones que dan un resultado positivo en el ensayo con los insertos de 5,2 y 2,2 kb tienen el inserto de 5,2 kb en la
orientación apropiada, según se determina por digestión con BamHI. El fragmento XbaI de 3,2 kb de la Figura 13 se
clona después en este plásmido intermedio que contiene los fragmentos (b) y (d) para formar pHIG2. Este plásmido
contiene segmentos de diversidad clonados en el polienlazador con un sitio SfiI 5’ único y un sitio SpeI 3’ único. El
polienlazador completo está flanqueado por sitios NotI.

H. Construcción de Minilocus de Cadena Pesada

Lo siguiente describe la construcción de un minilocus de cadena pesada humana que contiene uno o más segmentos
V.

Un segmento V no reorganizado correspondiente al identificado como segmento V contenido en el hibridoma de
Newkirk et al., J. Clin. Invest. 81: 1511-1518 (1988), que se incorpora en la presente como referencia, se aísla usando
el oligonucleótido siguiente:

Se determina un mapa de restricción del segmento V no reorganizado para identificar sitios de restricción únicos
que proporcionen tras la digestión un fragmento de ADN que tiene una longitud de aproximadamente 2 kb que con-
tiene el segmento V no reorganizado junto con secuencias flanqueantes 5’ y 3’. Las secuencias 5’ prima incluirán
un promotor y otras secuencias reguladoras mientras que la secuencia flanqueante 3’ proporciona secuencias de re-
combinación necesarias para la unión V-DJ. Este inserto de segmento V de aproximadamente 3,0 kb se clona en el
polienlazador de pGB2 para formar pVH1.

pVH1 se digiere con SfiI y el fragmento resultante se clona en el sitio SfiI de pHIG2 para formar un pHIG5’. Puesto
que pHIG2 contiene segmentos D solamente, el plásmido pHIG5’ resultante contiene un solo segmento V junto con
segmentos D. El tamaño del inserto contenido en pHIG5 es de 10,6 kb más el tamaño del inserto de segmento V.

El inserto de pHIG5 se escinde por digestión con NotI y SpeI y se aísla. El pHIG3’ que contiene segmentos J, Cµ y
cγ1, se digiere con SpeI y NotI y el fragmento de kb 3’ que contiene dichas secuencias y la secuencia del potenciador
3’ de rata se aísla. Estos dos fragmentos se combinan y se ligan en pGP1 digerido con NotI para producir pHIG, que
contiene un inserto que codifica un segmento V, nueve segmentos D, seis segmentos J funcionales, Cµ, Cγ y el poten-
ciador 3’ de rata. El tamaño de este inserto es de aproximadamente 43 kb más el tamaño del inserto de segmento V.

I. Construcción de Minilocus de Cadena Pesada por Recombinación Homóloga

Como se ha indicado en la sección anterior, el inserto de pHIG es de aproximadamente 43 a 45 kb cuando se
emplea un solo segmento V. Este tamaño de inserto está en el límite o próximo al límite del que puede clonarse fácil-
mente en vectores plasmídicos. Para proporcionar el uso de un mayor número de segmentos V, lo siguiente describe
recombinación homóloga in vivo de fragmentos de ADN solapantes que tras la recombinación homóloga dentro de
un cigoto o célula ES forman un transgén que contiene la secuencia del potenciador 3’ de rata, la Cµ humana, la Cγ1
humana, segmentos J humanos, segmentos D humanos y una multiplicidad de segmentos V humanos.

Un fragmento BamHI/HindIII de 6,3 kb que contiene segmentos J humanos (véase el fragmento (a) en la Figura
9) se clona en pHIG5’ digerido con MluI/SpeI usando los adaptadores siguientes:

Lo resultante es el plásmido denominado pHIG5’O (solapamiento). El inserto contenido en este plásmido contiene
segmentos V, D y J humanos. Cuando se usa el único segmento V de pVH1, el tamaño de este inserto es de aproxi-
madamente 17 kb más 2 kb. Este inserto se aísla y se combina con el inserto del pHIG3’, que contiene las secuencias
J, Cµ, γ1 humanas y del potenciador 3’ de rata. Ambos insertos contienen segmentos J humanos que proporcionan
aproximadamente 6,3 kb de solapamiento entre los dos fragmentos de ADN. Cuando se coinyectan en el cigoto de
ratón, se produce una recombinación homóloga in vivo que genera un transgén equivalente al inserto contenido en
pHIG.
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Esta estrategia proporciona la adición de una multiplicidad segmentos V en el transgén formado in vivo. Por
ejemplo, en lugar de incorporar un solo segmento V en pHIG5’, una multiplicidad de segmentos V contenidos en
(1) ADN genómico aislado, (2) ADN ligado derivado de ADN genómico o (3) ADN que codifica un repertorio de
segmentos V sintéticos se clonan en pHIG2 en el sitio SfiI para generar el pHIG5’ VN. El fragmento de segmentos J
(a) de la Figura 9 se clona después en el pHIG5’ y se aísla el inserto. Este inserto contiene ahora una multiplicidad
de segmentos V y segmentos J que solapan con los segmentos J contenidos en el inserto aislado del pHIG3’. Cuando
se cointroducen en el núcleo de un cigoto de ratón, se produce una recombinación homóloga para generar in vivo el
transgén que codifica múltiples segmentos V y múltiples segmentos J, múltiples segmentos D, la región Cµ, la región
Cγ1 (todos de ser humano) y la secuencia del potenciador 3’ de rata.

Ejemplo 5

Construcción de Minilocus de Cadena Ligera

A. Construcción de pEµ1

La construcción de pEµ1 se representa en la Figura 16. El potenciador de cadena pesada de ratón se aísla en
el fragmento de 678 pb de XbaI a EcoRI (Banerji et al., Cell 33: 729-740 (1983)) de los clones de fago usando el
oligonucleótido:

Este fragmento Eµ se clona en el pGP1 digerido con EcoRV/XbaI por rellenado de extremos romos en el sitio
EcoR1. El plásmido resultante se denomina pEmu1.

B. Construcción de Minilocus de Cadena Ligera κ

La construcción κ contiene al menos un segmento Vκ humano, los cinco segmentos Jκ humanos, el potenciador J-Cκ
humano, el exón de la región constante κ humana e, idealmente, el potenciador κ 3’ humano (Meyer et al., EMBO J. 8:
1959-1964 (1989)). El potenciador κ en ratón está 9 kb cadena abajo de Cκ. Sin embargo, todavía no se ha identificado
en el ser humano. Además, la construcción contiene una copia de los potenciadores J-Cµ de cadena pesada de ratón.

El minilocus se construye a partir de cuatro fragmentos componentes:

(a) un fragmento SmaI de 16 kb que contiene el exón Cκ humano y el potenciador humano 3’ por analogía
con el locus de ratón;

(b) un fragmento es SmaI de 5 kb adyacente a 5’ que contiene los cinco segmentos J;

(c) el potenciador intrónico de cadena pesada de ratón aislado de pEµ1 (esta secuencia se incluye para inducir
la expresión de la construcción de cadena ligera tan pronto como sea posible en el desarrollo de células
B. Debido a que los genes de cadena pesada se transcriben antes que los genes de cadena ligera, este
potenciador de cadena pesada es presumiblemente activo en una fase más temprana que el potenciador κ
intrónico); y

(d) un fragmento que contiene uno o más segmentos V.

La preparación de esta construcción es de la forma siguiente. Se digiere ADN placentario humano con SmaI y se
fraccionan en gel de agarosa por electroforesis. De forma similar, se digiere ADN placentario humano con BamHI y
se fracciona por electroforesis. La fracción de 16 kb se aísla del gel digerido con SmaI y la región de 11 kb se aísla de
forma similar a partir del gel que contiene ADN digerido con BamHI.

La fracción SmaI de 16 kb se clona en Lambda FIX II (Stratagene, La Jolla, California), que se ha digerido con
XhoI, tratado con fragmento klenow de ADN polimerasa para rellenar el producto de la digestión de restricción con
XhoI. La ligación de la fracción SmaI de 16 kb destruye los sitios SmaI y deja intactos los sitios XhoI.

La fracción BamHI de 11 kb se clona en λ EMBL3 (Strategene, La Jolla, California), que se digiere con BamHI
antes de la clonación.

Los clones de cada biblioteca se sondaron con el oligonucleótido específico de Cκ:
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Un inserto XhoI 16 kb que se subclonó en el pEµ1 cortado con XhoI de modo que Cκ sea adyacente al sitio SmaI.
El plásmido resultante se denominó pKap1.

El oligonucleótido específico de Cκ anterior se usa para sondar la biblioteca λ EMBL3/BamHI para identificar un
clon de 11 kb. Se subclona un fragmento SmaI de 5 kb (fragmento (b) en la Figura 20) y posteriormente se inserta en
pKap1 digerido con SmaI. Los plásmidos que contienen la orientación correcta de segmentos J, Cκ y el potenciador
Eµ se denominan pKap2.

Uno o más segmentos Vκ se subclonan después de eso en el sitio MluI de pKap2 para dar el plásmido pKapH que
codifica los segmentos Vκ humanos; los segmentos Jκ humanos, los segmentos Cκ humanos y el potenciador Eµ hu-
mano. Este inserto se escinde por digestión de pKapH con NotI y se purifica mediante electroforesis en gel de agarosa.
El inserto así purificado se microinyecta en el pronúcleo de un cigoto de ratón como se ha descrito anteriormente.

C. Construcción de Minilocus de Cadena Ligera κ por Recombinación Homóloga In Vivo

El fragmento BamHI de 11 kb se clona en el pGP1 digerido con BamHI de modo que el extremo 3’ esté hacia
el sitio SfiI. El plásmido resultante se denomina pKAPint. Uno o más segmentos Vκ se insertan en el polienlazador
entre los sitios BamHI y SpeI en pKAPint para formar pKappHV. El inserto de pKapHV se escinde por digestión con
NotI y se purifica. El inserto de pKap2 se escinde por digestión con NotI y se purifica. Cada uno de estos fragmentos
contiene regiones de homología en el sentido de que el fragmento de pKapHV contiene una secuencia de ADN de 5
kb que incluye los segmentos Jκ que es sustancialmente homóloga al fragmento SmaI de 5 kb contenido en el inserto
obtenido de pKap2. Como tales, estos insertos son capaces de experimentar una recombinación homóloga cuando se
microinyectan en un cigoto de ratón para formar un transgén que codifica Vκ, Jκ y Cκ.

Ejemplo 6

Aislamiento de Clones Genómicos Correspondientes a Copias Reorganizadas y Expresadas de Genes de Cadena
Ligera κ de Inmunoglobulina

Este ejemplo describe la clonación de genes de cadena ligera κ de inmunoglobulina a partir de células cultivadas
que expresan una inmunoglobulina de interés. Dichas células pueden contener múltiples alelos de un gen de inmu-
noglobulina dado. Por ejemplo, un hibridoma podría contener cuatro copias del gen de cadena ligera κ, dos copias
de la línea celular del compañero de fusión y dos copias de la célula B original que expresa la inmunoglobulina de
interés. De estas cuatro copias, sólo una codifica la inmunoglobulina de interés, a pesar del hecho de que pueden estar
reorganizadas varias de ellas. El procedimiento descrito en este ejemplo permite la clonación selectiva de la copia
expresada de la cadena ligera κ.

A. ADNc Bicatenario

Se usan células de hibridoma humano, o linfoma, u otra línea celular que sintetice formas de superficie celular
o secretadas o ambas de IgM con una cadena ligera κ, para el aislamiento de ARN poliA+. El ARN se usa después
para la síntesis de ADNc cebado con oligo dT usando la enzima transcriptasa inversa (para métodos generales véase,
Goodspeed et al. (1989) Gene 76: 1; Dunn et al. (1989) J. Biol. Chem. 264: 13057). Después, se aísla el ADNc
monocatenario y se añaden restos de G al extremo 3’ usando la enzima polinucleótido terminal transferasa. El ADNc
monocatenario con cola de G se purifica después y se usa como molde para la síntesis de segunda cadena (catalizada
por la enzima ADN polimerasa) usando el oligonucleótido siguiente como cebador:

El ADNc bicatenario se aísla y se usa para determinar la secuencia de nucleótidos del extremo 5’ de los ARNm
que codifican las cadenas pesada y ligera de la molécula de inmunoglobulina expresada. Después, se aíslan los clones
genómicos de estos genes expresados. El procedimiento para clonar el gen de cadena ligera expresado se resume en la
parte B a continuación.

B. Cadena Ligera

El ADNc bicatenario descrito en la parte A se desnaturaliza y se usa como molde para una tercera ronda de síntesis
de ADN usando el cebador oligonucleotídico siguiente:
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Este cebador contiene secuencias específicas para la porción constante del mensaje de cadena ligera κ (TCA TCA
GAT GGC GGG AAG ATG AAG ACA GAT GGT GCA; SEC ID Nº: 52), así como secuencias únicas que pueden
usarse como cebador para la amplificación por PCR de la cadena de ADN recién sintetizada (GTA CGC CAT ATC
AGC TGG ATG AAG; SEC ID Nº: 53). La secuencia se amplifica por PCR usando los dos cebadores oligonucleotí-
dicos siguientes:

La secuencia amplificada por PCR se purifica después por electroforesis en gel y se usa como molde para reacciones
de secuenciación didesoxi usando el oligonucleótido siguiente como cebador:

Los primeros 42 nucleótidos de la secuencia se usarán después para sintetizar una única sonda para aislar el gen
a partir del que se transcribió el mensaje de inmunoglobulina. Este segmento de ADN de 42 nucleótidos sintético se
denominará a continuación o-kappa.

Una transferencia de Southern de ADN, aislado a partir de la línea celular de expresión de Ig y digerido individual-
mente y en combinaciones por parejas con varias endonucleasas de restricción diferentes incluyendo SmaI, se sonda
después con el oligonucleótido único o-kappa marcado con 32-P. Se identifica un sitio de endonucleasa de restricción
único cadena arriba del segmento V reorganizado.

El ADN de la línea celular de expresión de Ig se corta después con SmaI y una segunda enzima (o BamHI o KpnI
si existe un sitio SmaI en el interior del segmento v). Cualquier extremo no romo resultante se trata con la enzima
ADN polimerasa de T4 para dar moléculas de ADN de extremos romos. Después, se añaden enlazadores codificantes
de sitios de restricción (BamHI, EcoRI o XhoI dependiendo de qué sitio no exista en el fragmento) y se cortan con la
enzima del enlazador correspondiente para dar fragmentos de ADN con extremos BamHI, EcoRI o XhoI. Después, el
ADN se fracciona por tamaño mediante electroforesis en gel de agarosa y la fracción que incluye fragmento de ADN
que abarca el segmento V expresado se clona en lambda EMBL3 o Lambda FIX (Stratagene, La Jolla, California). Los
clones que contienen segmento V se aíslan usando la sonda única o-kappa. Se aísla el ADN de los clones positivos y
se subclona en el polienlazador de pKap1. El clon resultante se denomina pRKL.

Ejemplo 7

Aislamiento de Clones Genómicos Correspondientes a Copias Expresadas Reorganizadas de Genes µ de Cadena
Pesada de Inmunoglobulina

Este ejemplo describe la clonación de genes µ de cadena pesada de inmunoglobulina a partir de células cultivadas
de inmunoglobulina de interés expresada. El procedimiento descrito en este ejemplo permite la clonación selectiva de
la copia expresada de un gen de cadena pesada µ.

Se prepara ADNc bicatenario y se aísla como se ha descrito anteriormente en la presente memoria. El ADNc
bicatenario se desnaturaliza y se usa como molde para una tercera ronda de síntesis de ADN usando el cebador
oligonucleotídico siguiente:

Este cebador contiene secuencias específicas para la porción constante del mensaje de cadena pesada µ (ACA GGA
GAC GAG GGG GAA AAG GGT TGG GGC GGA TGC, SEC ID Nº: 56), así como secuencias únicas que pueden
usarse como cebador para la amplificación por PCR de la cadena de ADN recién sintetizada (GTA CGC CAT ATC
AGC TGG ATG AAG; SEC ID Nº: 53). La secuencia se amplifica por PCR usando los dos cebadores oligonucleótidos
siguientes:
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La secuencia amplificada por PCR se purifica después mediante electroforesis en gel y se usa como molde para
reacciones de secuenciación didesoxi usando el oligonucleótido siguiente como cebador:

Los primeros 42 nucleótidos de secuencia se usan después para sintetizar una sonda única para aislar el gen a
partir del cual se transcribió el mensaje de inmunoglobulina. Este segmento de ADN de 42 nucleótidos sintético se
denominará a continuación o-mu.

Una transferencia de Southern de ADN, aislado a partir de la línea celular de expresión de Ig y digerido indivi-
dualmente y en combinaciones por parejas con varias endonucleasas de restricción diferentes incluyendo MluI (MluI
es una enzima de corte poco frecuente que escinde entre el segmento J y CH1 mu), se sonda después con el oligonu-
cleótido único o-mu marcado con 32-P. Se identifica un sitio de endonucleasa de restricción único cadena arriba del
segmento V reorganizado.

El ADN de la línea celular de expresión de Ig se corta después con MluI y una segunda enzima. Después, se
ligan enlazadores adaptadores MluI o SpeI en los extremos y se cortan para convertir el sitio cadena arriba en MluI o
SpeI. Después, el ADN se fracciona por tamaño mediante electroforesis en gel de agarosa y la fracción que incluye el
fragmento de ADN que abarca el segmento V expresado se clona directamente en el plásmido pGPI. Se aíslan clones
que contienen segmento V usando la sonda única o-mu y el inserto se subclona en el plásmido pCON2 cortado con
MluI o MluI/SpeI. El plásmido resultante se denomina pRMGH.

Ejemplo 8

Construcción de Transgenes de Miniloci κ Humanos

Minilocus de Cadena Ligera

Se exploró una biblioteca de fago de ADN genómico humano con sondas oligonucleotídicas específicas de cadena
ligera kappa y se aislaron los clones que abarcaban la región Jκ-C. Un fragmento ClaI/XhoI de 5,7 kb que contenía Jκ1
junto con un fragmento XhoI de 13 kb que contenía Jκ2-5 y Cκ en pGP1d se clonó y se usó para generar el plásmido
pKcor. Este plásmido contiene Jκ1-5, el potenciador intrónico kappa y Cκ junto con 4,5 kb de secuencias flanqueantes
5’ y 9 kb de secuencias flanqueantes 3’. También tiene un sitio XhoI 5’ único para clonar segmentos Vκ y un sitio SalI
3’ único para insertar secuencias reguladoras que actúan en cis adicionales.

Genes kappa V

Se exploró una biblioteca de fago de ADN genómico humano con sondas oligonucleotídicas específicas de cadena
ligera Vκ y se aislaron los clones que contenían segmentos Vκ humanos. Se identificaron segmentos V funcionales por
análisis de la secuencia de ADN. Estos clones contienen cajas TATA, fases de lectura abierta que codifican péptidos
líder y variable (incluyendo 2 restos de cisteína), secuencias de corte y empalme y secuencias de recombinación de
heptámero-espaciador de 12 pb-nonámero. Tres de los clones se mapearon y se secuenciaron. Dos de los clones,
el 65.5 y el 65.8, parecen ser funcionales, contienen cajas TATA, fases de lectura abierta que codifican péptidos
líder y variable (incluyendo 2 restos de cisteína), secuencias de corte y empalme y secuencias de recombinación de
heptámero-espaciador de 12 pb-nonámero. El tercer clon, 65.4, parece codificar un pseudogén de VκI ya que contiene
un heptámero de recombinación no canónico.

Uno de los clones funcionales, Vk 65-8, que codifica un gen de la familia VkIII, se usó para construir una cons-
trucción de minilocus de cadena ligera.

pKC1

El transgén de minilocus de cadena ligera kappa pKC1 (Fig. 32) se generó por inserción de un fragmento XhoI/SalI
de 7,5 kb que contenía Vκ 65.8 en el sitio XhoI 5’ de pKcor. El inserto del transgén se aisló por digestión con NotI
antes de la inyección.

El inserto purificado se microinyectó en los pronúcleos de embriones de ratón (C57BL/6 x CBA)F2 fertilizados
y se transfirieron los embriones supervivientes a hembras pseudogestantes como se describe por Hogan et al. (en
Methods of Manipulating the Mouse Embryo, 1986, Cold Spring Harbor Laboratory, Nueva York). Los ratones que se
desarrollaron a partir de embriones inyectados se analizaron para determinar la presencia de las secuencias transgénicas
por análisis de transferencia de Southern de ADN de la cola. El número de copias del transgén se estimó por la
intensidad de la banda respecto a patrones de control que contenían cantidades conocidas de ADN clonado. Se aisló
suero de estos animales y se ensayó para determinar la presencia de proteína IgG kappa humana codificada por transgén
mediante ELISA, como se describe por Harlow y Lane (en Antibodies: A Laboratory Manual, 1988, Cold Spring
Harbor Laboratory, Nueva York). Se recubrieron pocillos de placa de microtitulación con anticuerpos monoclonales
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de ratón específicos para Ig kappa humana (clon 6E1, Nº 0173, AMAC, Inc., Westbrook, ME), IgM humana (Clon
AF6, Nº 0285, AMAC, Inc., Westbrook, ME) e IgG1 humana (clon JL512, Nº 0280, AMAC, Inc., Westbrook, ME). Se
realizaron diluciones seriadas de las muestras de suero en los pocillos y se detectó la presencia de inmunoglobulinas
específicas con anticuerpo de cabra anti-Ig humana (polivalente) conjugado con fosfatasa alcalina aislado por afinidad
que se había preadsorbido para minimizar la reactividad cruzada con inmunoglobulinas de ratón.

La Figura 35 muestra los resultados de un ensayo ELISA de suero de 8 ratones (ID Nº 676, 674, 673, 670, 666,
665, 664 y 496). Los primeros siete de estos ratones se desarrollaron a partir de embriones que se inyectaron con
el inserto transgénico pKC1 y el octavo ratón procede de un ratón generado por microinyección del transgén pHC1
(descrito anteriormente). Dos de los siete ratones de los embriones inyectados con KC1 (ID Nº 666 y 664) no contenían
el inserto transgénico según se ensayó por análisis de transferencia de Southern de ADN, y cinco de los ratones (ID
Nº 676, 674, 673, 670 y 665) contenían el transgén. Todos salvo uno de los animales positivos para el transgén KC1
expresan niveles detectables de proteína Ig kappa humana, y el único animal que no expresa parece ser un mosaico
genético basándose en el análisis de transferencia de Southern de ADN. El ratón transgénico positivo para pHC1
expresa IgM e IgG1 humana pero no Ig kappa, demostrando la especificidad de los reactivos usados en el ensayo.

pKC2

El transgén de minilocus de cadena ligera kappa pKC2 se generó por inserción de un fragmento XhoI/SalI de 8 kb
que contenían Vκ 65.5 en el sitio XhoI 5’ de pKC1. El inserto transgénico resultante, que contiene dos segmentos Vκ,
se aisló antes de la microinyección por digestión con NotI.

pKVe2

Esta construcción es idéntica a pKC1 excepto por que incluye 1,2 kb de secuencia adicional 5’ de Jκ y carece de
4,5 kb de la secuencia 3’ de Vκ 65.8. Además contiene un fragmento XbaI de 0,9 kb que contiene el potenciador
intrónico J-µ de cadena pesada de ratón (Banerji et al. Cell 33: 729-740 (1983)) junto con un fragmento MluI/HindIII
de 1,4 kb que contiene el potenciador intrónico J-µ de cadena pesada humana (Hayday et al., Nature 307:334-340
(1984)) insertado cadena abajo. Esta construcción ensaya la viabilidad de iniciar una reorganización temprana del
minilocus de cadena ligera para efectuar la exclusión alélica e isotípica. Pueden generarse construcciones análogas
con potenciadores diferentes, es decir, el potenciador de cadena pesada o kappa 3’ de rata o ratón (Meyer y Neuberger,
EMBO J. 8:1959-1964 (1989); Petterson et al. Nature 344: 165-168 (1990), que se incorpora en la presente memoria
como referencia).

Transgén de Cadena Ligera Reorganizado

Se diseñó un casete de expresión de cadena ligera kappa para reconstruir genes de cadena ligera funcionalmente
reorganizados que se habían amplificado por PCR a partir de ADN de células B humanas. El esquema se resume en
la Figura 33. Los genes de cadena ligera amplificados por PCR se clonan en el vector pK5nx que incluye 3,7 kb de
secuencias flanqueantes 5’ aisladas del gen de cadena ligera kappa 65.5. El segmento VJ fusionado con las secuencias
transcripcionales 5’ se clona después en el sitio XhoI único del vector pK31s, que incluye Jκ2-4, el potenciador
intrónico Jκ, Cκ y 9 kb de secuencias cadena abajo. El plásmido resultante contiene un transgén de cadena ligera kappa
funcionalmente reorganizado reconstruido que puede escindirse con NotI para su microinyección en embriones. Los
plásmidos también contienen sitios SalI únicos en el extremo 3’ para la inserción de secuencias reguladoras que actúan
en cis adicionales.

Se usaron dos oligonucleótidos sintéticos (o-130, o-131) para amplificar genes de cadena ligera kappa reorga-
nizados a partir de ADN genómico de bazo humano. El oligonucleótido o-131 (gga ccc aga (g,c)gg aac cat gga a
(g,a)(g,a,t,c)) es complementario a la región 5’ de los genes de cadena ligera de la familia VκIII y solapa con el primer
ATC de la secuencia líder. El oligonucleótido o-130 (gtg caa tca att ctc gag ttt gac tac aga c) es complementario a
una secuencia de aproximadamente 150 pb 3’ de Jκ1 e incluye un sitio XhoI. Estos dos oligonucleótidos amplifican
un fragmento de ADN de 0,7 kb a partir de ADN de bazo humano correspondiente a genes VκIII reorganizados uni-
dos a segmentos Jκ1. El ADN amplificado por PCR se digirió con NcoI y XhoI y los productos de PCR individuales
se clonaron en el plásmido pNN03. Se determinó la secuencia de ADN de 5 clones y se identificaron dos uniones
VJ funcionales (fases de lectura abierta). Se recogen clones de cadena ligera funcionalmente reorganizada adiciona-
les. Los clones funcionalmente reorganizados pueden clonarse individualmente en un casete de expresión de cadena
ligera descrito anteriormente (Fig. 33). Los ratones transgénicos generados con las construcciones de cadena ligera
reorganizada pueden cruzarse con transgénicos de minilocus de cadena pesada para producir una cepa de ratones que
expresen un espectro de anticuerpos totalmente humanos en el que la cadena pesada contribuye a toda la diversidad
del repertorio primario. Una fuente de diversidad de cadena ligera puede ser a partir de mutación somática. Debido a
que no todas las cadenas ligeras serán equivalentes con respecto a su capacidad para combinarse con una diversidad de
cadenas pesadas diferentes, pueden generarse y ensayarse diferentes cepas de ratones, conteniendo cada una construc-
ciones de cadena ligera diferentes. La ventaja de este esquema, al contrario que el uso de miniloci de cadena ligera no
reorganizados, es el aumento de la exclusión isotípica y alélica de cadena ligera que proviene de tener la cadena ligera
lista para emparejarse con una cadena pesada tan pronto como se produzca una unión VDJ de cadena pesada. Esta
combinación puede dar como resultado una frecuencia aumentada de células B que expresan anticuerpos totalmente
humanos y por lo tanto puede facilitar el aislamiento de hibridomas de expresión de Ig humana.
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Se aislaron insertos NotI de los plásmidos pIGM1, pHC1, pIGG1, pKC1 y pKC2 de las secuencias de vector por
electroforesis en gel de agarosa. Los insertos purificados se microinyectaron en los pronúcleos de embriones de ratón
(C57BL/6 x CBA)F2 fertilizados y se transfirieron los embriones supervivientes a hembras pseudogestantes como se
describe por Hogan et al. (Hogan et al., Methods of Manipulating the Mouse Embryo, Cold Spring Harbor Laboratory,
Nueva York (1986)).

Ejemplo 9

Inactivación del Gen de Cadena Ligera Kappa de Ratón por Recombinación Homóloga

Este ejemplo describe la inactivación del locus kappa endógeno de ratón por recombinación homóloga en células
madre embrionarias (ES) seguida de la introducción del gen mutado en la línea germinal de ratón por inyección de
células ES con mutación dirigida que llevan un alelo kappa inactivado en embriones de ratón tempranos (blastocistos).

La estrategia consiste en delecionar JK y CK por recombinación homóloga con un vector que contiene secuencias de
ADN homólogas al locus kappa de ratón en el que un segmento de 4,5 kb del locus, que abarca el gen JK y segmentos
CK, se deleciona y sustituye por el marcador de selección neo.

Construcción del vector de dirección kappa

El plásmido pGEM7 (KJ1) contiene el gen de resistencia a neomicina (neo), usado para selección farmacológica
de células ES transfectadas, bajo el control transcripcional del promotor de la fosfoglicerato quinasa (pgk) de ratón
(fragmento XbaI/TaqI; Adra et al. (1987) Gene 60: 65) en el vector de clonación pGEM-7Zf (+). El plásmido también
incluye un sitio de poliadenilación heterólogo para el gen neo derivado de la región 3’ del gen pgk de ratón (fragmento
PvuII/HindIII; Boer et al., Biochemical Genetics, 28: 299-308 (1990)). Este plásmido se usó como punto de partida
para la construcción del vector de dirección kappa. La primera etapa era insertar secuencias homólogas al locus kappa
3’ del casete de expresión neo.

Se aislaron secuencias de cadena kappa de ratón (Fig. 20a) a partir de una biblioteca de fago genómica obtenida a
partir de ADN de hígado usando sondas oligonucleotídicas específicas para el locus Cκ:

Un fragmento de BglII/SacI de 8 kb que se prolongaba 3’ del segmento CK de ratón se aisló a partir de un clon
de fago positivo en dos fragmentos, como un fragmento BglII/SacI de 1,2 kb y un fragmento SacI de 6,8 kb, y se
subclonó en pGEM7 digerido con BglII/SacI (KJ1) para generar el plásmido pNEO-K3’ (Fig. 20b).

Un fragmento EcoRI/SphI de 1,2 kb que se prolongaba 5’ de la región JK se aisló también a partir de un clon
de fago positivo. Se ligó un adaptador SphI/XbaI/BglII/EcoRI al sitio SphI de este fragmento y el fragmento EcoRI
resultante se ligó en pNEO-K3’ digerido con EcoRI en la misma orientación 5’ a 3’ que el gen neo y las secuencias
kappa 3’ cadena abajo para generar pNEO-K5’3’ (Fig. 20c).

Después, se incluyó el gen de la timidina quinasa (TK) de Virus Herpes Simple (HSV) en la construcción para
permitir el enriquecimiento de clones ES que llevan recombinantes homólogos, como se describe por Mansour et al.,
Nature 336: 348-352 (1988), que se incorpora en la presente memoria como referencia. El casete de TK de HSV
se obtuvo del plásmido pGEM7 (TK), que contiene las secuencias estructurales para el gen TK de HSV delimitadas
por las secuencias de poliadenilación y de promotor pgk de ratón, como se ha descrito anteriormente para pGEM7
(KJ1). El sitio EcoRI de pGEM7 (TK) se modificó a un sitio BamHI y el casete de TK se escindió después como
un fragmento BamHI/HindIII y se subclonó en pGP1b para generar pGPIb-TK. Este plásmido se linealizó en el sitio
XhoI y el fragmento XhoI de pNEO-K5’3’, que contenía el gen neo flanqueado por secuencias genómicas de 5’ de Jκ
y 3’ de Cκ, se insertó en pGP1b-TK para generar el vector de dirección J/C KI (Fig. 20d). La supuesta estructura del
locus kappa genómico después de la recombinación homóloga con J/C K1 se muestra en la Fig. 20e.

Generación y análisis de células ES con inactivación dirigida de un alelo kappa

Las células ES usadas eran la línea AB-1 cultivada sobre capas alimentadoras de células SNL76/7 mitóticamente
inactivas (McMahon y Bradley, Cell 62: 1073-1085 (1990)) esencialmente, como se describe (Robertson, E. J. (1987)
en Teratocarcinomas and Embryonic Stem Cells: A Practical Approach. E. J. Robertson, ed. (Oxford: IRL Press), pág.
71-112). Otras líneas ES adecuadas incluyen, pero sin limitación, la línea E14 (Hooper et al. (1987) Nature 326: 292-
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295), la línea D3 (Doetschman et al. (1985) J. Embryol. Exp. Morph. 87: 27-45) y la línea CCE (Robertson et al.
(1986) Nature 323: 445-448). El éxito de la generación de una línea de ratón a partir de células ES que llevan una
mutación dirigida específica depende de la pluripotencia de las células ES (es decir, su capacidad, una vez inyectadas
en un blastocisto hospedador, para participar en la embriogénesis y contribuir a las células germinales del animal
resultante).

La pluripotencia de cualquier línea celular ES dada puede variar con el tiempo en cultivo y el cuidado con el que se
haya manipulado. El único ensayo definitivo para la pluripotencia es determinar si la población específica de células
ES a usar para la mutación dirigida puede dar origen a quimeras capaces de transmisión de línea germinal del genoma
de ES. Por esta razón, antes de la mutación dirigida de genes, una porción de la población parental de células AB-1
se inyecta en blastocistos C57B1/6J para determinar si las células son capaces de generar ratones quiméricos con una
amplia contribución de células ES y si la mayoría de estas quimeras pueden transmitir el genoma ES a la progenie.

El vector de inactivación de cadena kappa J/C K1 se digirió con NotI y se insertó por electroporación en células AB-
1 mediante los métodos descritos (Hasty et al., Nature, 350: 243-246 (1991)). Las células sometidas a electroporación
se sembraron en placas de 100 mm a una densidad de 1-2x106 células/placa. Después de 24 horas, se añadió G418 (200
µg/ml de componente activo) y FIAU (0,5 µM) al medio y se dejó que los clones resistentes a fármacos se desarrollaran
durante 10-11 días. Se escogieron los clones, se trataron con tripsina, se dividieron en dos porciones y se expandieron
adicionalmente. La mitad de las células derivadas de cada clon se congelaron después y la otra mitad se analizó para
determinar la recombinación homologa entre secuencias de vector y diana.

El análisis de ADN se realizó por hibridación de transferencia de Southern. El ADN se aisló a partir de los clones
como se describe (Laird et al., Nucl. Acids Res. 19: 4293 (1991)), se digirió con XbaI y se sondó con el fragmento
EcoRI/XbaI de 800 pb indicado en la Figura 20e como sonda A. Esta sonda detecta un fragmento XbaI de 3,7 kb en el
locus de tipo silvestre y una banda de 1,8 kb de diagnóstico en un locus que se ha recombinado de forma homóloga con
el vector de dirección (véase las Fig. 20a y e). De los 901 clones resistentes a G418 y FIAU explorados por análisis de
transferencia de Southern, 7 presentaban la banda XbaI de 1,8 kb indicativa de una recombinación homóloga en uno
de los genes kappa. Estos 7 clones se digirieron adicionalmente con las enzimas BglII, SacI y PstI para verificar que el
vector se integraba de forma homóloga en uno de los genes kappa. Cuando se sondan con el fragmento EcoRI/XbaI de
800 pb de diagnóstico (sonda A), las digestiones con BglII, SacI y PstI de ADN de tipo silvestre producen fragmentos
de 4,1, 5,4 y 7 kb, respectivamente, mientras que la presencia de un alelo kappa con mutación dirigida se indicaría
por fragmentos de 2,4, 7,5 y 5,7 kb, respectivamente (véase las Fig. 20a y e). Los 7 clones positivos detectados
por la digestión con XbaI mostraban los fragmentos de restricción BglII, SacI y PstI esperados, diagnósticos de una
recombinación homóloga en la cadena ligera kappa. Además, el análisis de transferencia de Southern de una digestión
con NsiI de los clones con mutación dirigida usando una sonda específica neo (sonda B, Figura 20e) generaba sólo el
fragmento esperado de 4,2 kb, demostrando que cada uno de los clones contenía solamente una sola copia del vector
de dirección.

Generación de ratones que llevan la cadena kappa inactivada

Cinco de los clones de ES con mutación dirigida descritos en la sección anterior se descongelaron y se inyectaron
en blastocistos C57B1/6J como se describe (Bradley, A. (1987) en Teratocarcinomas and Embryonic Stem Cells: A
Practical Approach. E. J. Robertson, ed. (Oxford: IRL Press), pág. 113-151) y se transfirieron a los úteros de hembras
pseudogestantes para generar ratones quiméricos como resultado de una mezcla de células derivadas de las células
ES aportadas y el blastocisto del hospedador. El grado de contribución de células ES a las quimeras puede estimarse
visualmente por la cantidad de coloración de pelaje agutí, derivada de la línea celular ES, sobre el fondo C57BI/6J
negro. Aproximadamente la mitad de los descendientes resultantes de la inyección de blastocisto de los clones con
mutación dirigida eran quiméricos (es decir, mostraban pigmentación agutí además de negra) y de estos, la mayoría
mostraban una amplia contribución de células ES (del 70 por ciento o superior) a la pigmentación del pelaje. Las
células ES AB1 son una línea celular XY y la mayoría de estas quimeras de alto porcentaje eran masculinas debido a la
conversión de sexo de embriones hembra colonizados por células ES masculinas. Las quimeras masculinas derivadas
de 4 de los 5 clones con mutación dirigida se cruzaron con hembras C57BL/6J y la descendencia se controló para
determinar la presencia del color de pelaje agutí dominante indicativo de transmisión de línea germinal del genoma
de ES. Las quimeras de dos de estos clones generaban sistemáticamente descendencia agutí. Puesto que se introducía
por mutación dirigida solamente una copia del locus kappa en los clones de ES inyectados, cada cría agutí tenía
una probabilidad del 50 por ciento de heredar el locus mutado. La exploración del gen con mutación dirigida se
realizó por análisis de transferencia de Southern de ADN digerido con BglII a partir de biopsias de la cola usando
la sonda utilizada en la identificación de clones ES con mutación dirigida (sonda A, Fig. 20e). Como se espera,
aproximadamente el 50 por ciento de la descendencia agutí mostraba una banda BglII de hibridación de 2,4 kb además
de la banda de tipo silvestre de 4,1 kb, demostrando la transmisión de línea germinal del locus kappa con mutación
dirigida.

Para generar ratones homocigotos para la mutación, se cruzaran entre sí heterocigotos y el genotipo kappa de
la descendencia se determinó como se ha descrito anteriormente. Como se esperaba, se obtuvieron tres genotipos
de los emparejamientos heterocigotos: ratones de tipo silvestre que llevaban dos copias de un locus kappa normal,
heterocigotos que llevaban una copia con mutación dirigida del gen kappa y un gen kappa NT y ratones homocigotos
para la mutación kappa. La deleción de secuencias kappa de estos últimos ratones se verificó por hibridación de las
transferencias de Southern con una sonda específica para JK (sonda C, Fig. 20a). Mientras que se observó hibridación
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de la sonda JK con muestras de ADN de hermanos heterocigotos y de tipo silvestre, no estaba presente señal de
hibridación en los homocigotos, atestiguando la generación de una nueva cepa de ratón en la que ambas copias del
locus kappa se han inactivado por deleción como resultado de una mutación dirigida.

Ejemplo 10

Inactivación del Gen de Cadena Pesada de Ratón por Recombinación Homóloga

Este ejemplo describe la inactivación del locus de cadena pesada de inmunoglobulina murina endógeno por recom-
binación homologa en células madre embrionarias (ES). La estrategia consiste en delecionar segmentos J de cadena
pesada endógena por recombinación homologa con un vector que contiene secuencias de cadena pesada de las que se
ha delecionado la región JH y sustituido por el gen para el marcador de selección neo.

Construcción de un vector de dirección de cadena pesada

Se aislaron secuencias de cadena pesada de ratón que contenían la región JH (Fig. 21a) a partir de una biblioteca de
fago genómica derivada de la línea celular ES D3 (Gossler et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 83:9065-9069 (1986))
usando una sonda oligonucleotídica específica de JH4:

Un fragmento SacI/StuI genómico de 3,5 kb que abarca la región JH se aisló a partir de un clon de fago positivo y
se subclonó en pUC18 digerido con SacI/SmaI. El plásmido resultante se denominó pUC18 JH. El gen de resistencia a
neomicina (neo) usado para la selección farmacológica de células ES transfectadas procedía de una versión reparada
del plásmido pGEM7 (KJ1). Un informe en la bibliografía (Yenofsky et al. (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. (U.S.A.) 87:
3435-3439) documenta una mutación puntual de las secuencias codificantes de neo de varios vectores de expresión
usados comúnmente incluyendo la construcción de pMCIneo (Thomas y Cappechi (1987) Cell 51: 503-512) que
sirvió como fuente del gen neo usado en pGEM7 (KJ1). Esta mutación reduce la actividad del producto génico neo y
se reparó por sustitución de un fragmento de restricción que incluye la mutación con la secuencia correspondiente de
un clon neo de tipo silvestre. El sitio HindIII en el pGEM7 preparado (KJ1) se convirtió en un sitio SalI por adición de
un adaptador sintético y el casete de expresión neo se escindió por digestión con XbaI/SalI. Después, los extremos del
fragmento neo se hicieron romos por tratamiento con la forma Klenow de la ADN poll y el fragmento neo se subclonó
en el sitio Nael de pUC18JH, generando el plásmido pUC18JH-neo (Fig. 21b).

Se realizó una construcción adicional del vector de dirección en un derivado del plásmido pGP1b. El pGP1b se
digirió con la enzima de restricción NotI y se ligó con el oligonucleótido siguiente como adaptador:

El plásmido resultante, denominado pGMT, se usó para construir la construcción de dirección de cadena pesada
de inmunoglobulina de ratón.

Se incluyó el gen de timidina quinasa (TK) del Virus Herpes Simple (HSV) en la construcción para permitir el
enriquecimiento de clones ES que llevan recombinantes homólogos, como se describe por Mansour et al. (Nature 336,
348-352 (1988)). El gen TK de HSV se obtuvo a partir del plásmido pGEM7 (TK) por digestión con EcoRI y HindIII.
El fragmento de ADN de TK se subclonó entre los sitios EcoRI y HindIII de pGMT, generando el plásmido pGMT-
TK (Fig. 21c).

Para proporcionar una amplia región de homología con la secuencia diana, un fragmento XbaI/XhoI genómico de
5,9 kb situado 5’ de la región JH se obtuvo a partir de un clon de fago genómico positivo por digestión límite del ADN
con XhoI y digestión parcial con XbaI. Como se señala en la Fig. 21a, este sitio XbaI no está presente en el ADN
genómico, sino que más bien procede de secuencias de fago inmediatamente flanqueando el inserto de cadena pesada
genómico clonado en el clon de fago positivo. El fragmento se subclonó en pGMT-TK digerido con XbaI/XhoI para
generar el plásmido pGMT-TK-JH5’ (Fig. 21d).

La etapa final en la construcción implicaba la escisión de pUC18 JH-neo del fragmento EcoRI de 2,8 kb que
contenía el gen neo y secuencias genómicas flanqueantes 3’ de JH. Este fragmento se hizo romo mediante polimerasa
Klenow y se subclonó en el sitio XhoI hecho romo de forma similar de pGMT-TK-JH5’. La construcción resultante
JHKO1 (Fig. 21e) contiene 6,9 kb de secuencias genómicas flanqueando el locus JH con una deleción de 2,3 kb que
abarca la región JH en la que se ha insertado el gen neo. La Fig. 21f muestra la estructura de un gen de cadena pesada
endógeno después de la recombinación homóloga con la construcción de dirección.
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Ejemplo 11

Generación y análisis de células ES con mutación dirigida

Se cultivaron células ES AB-1 (McMahon y Bradley, Cell 62: 1073-1085 (1990)) sobre capas alimentadoras de
células SNL76/7 mitóticamente inactivas esencialmente como se describe (Robertson, E. J. (1987) Teratocarcinomas
and Embryonic Stem Cells: A Practical Approach. E. J. Robertson, ed. (Oxford: IRL Press), págs. 71-112). Como se
ha descrito en el ejemplo anterior, antes de la electroporación de células ES con la construcción de dirección JHKO1,
se determinó la pluripotencia de las células ES por generación de quimeras derivadas de AB-1 que se demostró que
eran capaces de transmisión de línea germinal del genoma de ES.

El vector de inactivación de cadena pesada JHKO1 se digirió con NotI y se introdujo por electroporación en células
AB-1 mediante los métodos descritos (Hasty et al., Nature 350:243-246 (1991)). Las células sometidas a electropo-
ración se sembraron en placas de 100 mm a una densidad de 1-2 x 106 células/placa. Después de 24 horas, se añadió
G418 (200 mg/ml de componente activo) y FIAU (0,5 mM) al medio y se dejó que los clones resistentes a fármacos
se desarrollaran durante 8-10 días. Se escogieron los clones, se trataron con tripsina, se dividieron en dos porciones y
se expandieron adicionalmente. La mitad de las células derivadas de cada clon se congelaron después y la otra mitad
se analizó para determinar la recombinación homóloga entre secuencias de vector y diana.

El análisis de ADN se realizó mediante hibridación de transferencia de Southern. El ADN se aisló a partir de
los clones como se describe (Laird et al. (1991) Nucleic Acids Res. 19: 4293), se digirió con StuI y se sondó con
el fragmento EcoRI/StuI de 500 pb denominado sonda A en la Fig. 21f. Esta sonda detecta un fragmento StuI de
4,7 kb en el locus de tipo silvestre, mientras que una banda de 3 kb es diagnóstica de recombinación homóloga de
secuencias endógenas con el vector de dirección (véanse las Fig. 21a y f). De los 525 clones doblemente resistentes
a G418 y FIAU explorados por hibridación de transferencia de Southern, se descubrió que 12 contenían el fragmento
de 3 kb diagnóstico de la recombinación con el vector de dirección. Se confirmó que estos clones representan los
acontecimientos dirigidos esperados en el locus JH (como se muestra en la Fig. 21f) mediante una digestión adicional
con HindIII, SpeI y HpaI. La hibridación de la sonda A (véase la Fig. 21f) con transferencias de Southern de ADN
digerido con HindIII, SpeI y HpaI produce bandas de ADN de 2,3 kb, >10 kb y >10 kb, respectivamente, para el
locus de tipo silvestre (véase la Fig. 21a), mientras que se esperan bandas de 5,3 kb, 3,8 kb y 1,9 kb, respectivamente,
para el locus de cadena pesada con mutación dirigida (véase la Fig. 21f). Los 12 clones positivos detectados mediante
la digestión con StuI mostraban las bandas HindIII, SpeI y HpaI esperadas diagnósticas de un gen JH con mutación
dirigida. Además, el análisis de transferencia de Southern de una digestión con StuI de los 12 clones usando una sonda
específica de neo (sonda B, Figura 21f) generaba sólo el fragmento esperado de 3 kb, demostrando que cada uno de
los clones contenía solamente una sola copia del vector de dirección.

Generación de ratones que llevan la deleción JH

Tres de los clones ES con mutación dirigida descritos en la sección anterior se descongelaron y se inyectaron
en blastocistos C57BL/6J como se describe (Bradley, A. (1987) en Teratocarcinomas and Embryonic Stem Cells: A
Practical Approach, E. J. Robertson, ed. (Oxford: IRL Press), pág. 113-151) y se transfirieron a los úteros de hembras
pseudogestantes. El grado de contribución de células ES a la quimera se estimó visualmente a partir de la cantidad
de coloración de pelaje agutí, derivada de la línea celular ES, sobre el fondo C57BL/6J negro. La mitad de los des-
cendientes resultantes de la inyección de blastocisto de dos de los clones con mutación dirigida eran quiméricos (es
decir, mostraban pigmentación agutí además de negra); el tercer clon con mutación dirigida no generaba ningún ani-
mal quimérico. La mayoría de las quimeras mostraban una contribución de células ES significativa (aproximadamente
del 50 por ciento o superior) a la pigmentación del pelaje. Puesto que las células ES AB-1 son una línea celular XY,
la mayoría de las quimeras serán masculinas debido a la conversión de sexo de embriones hembra colonizados por
células ES masculinas. Las quimeras masculinas se cruzaron con hembras C57BL/6J y la descendencia se controló
para determinar la presencia de color de pelaje agutí dominante indicativo de transmisión de línea germinal del geno-
ma de ES. Las quimeras de ambos clones generaban sistemáticamente descendencia agutí. Puesto que se introducía
por mutación dirigida solamente una copia del locus de cadena pesada en los clones de ES inyectados, cada cría agutí
tenía una probabilidad del 50 por ciento de heredar el locus mutado. La exploración del gen con mutación dirigida se
realizó por análisis de transferencia de Southern de ADN digerido con StuI a partir de biopsias de la cola usando la
sonda utilizada en la identificación de clones ES con mutación dirigida (sonda A, Fig. 21f). Como se espera, aproxi-
madamente el 50 por ciento de la descendencia agutí mostraba una banda StuI de hibridación de aproximadamente 3
kb además de la banda de tipo silvestre de 4,7 kb, demostrando la transmisión de línea germinal del segmento génico
JH con mutación dirigida.

Para generar ratones homocigotos para la mutación, se cruzaron heterocigotos entre sí y el genotipo de cadena pesa-
da de la descendencia se determinó como se ha descrito anteriormente. Como se esperaba, se obtuvieron tres genotipos
a partir de los emparejamientos heterocigotos: ratones de tipo silvestre que llevaban dos copias del locus JH normal, he-
terocigotos que llevaban una copia con mutación dirigida del gen y una copia normal y ratones homocigotos para la mu-
tación JH. La ausencia de secuencias JH a partir de estos últimos ratones se verificó por hibridación de las transferencias
de Southern de ADN digerido con StuI con una sonda específica para JH (sonda C, Fig. 21a). Mientras que se observó
hibridación de la sonda de JH con un fragmento de 4,7 kb en muestras de ADN de hermanos heterocigotos y de tipo sil-
vestre, no estaba presente señal en muestras de los homocigotos mutantes de JH, atestiguando la generación de una nue-
va cepa de ratón en la que ambas copias del gen de cadena pesada se han mutado por deleción de las secuencias JH.
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Ejemplo 12

Transgén de Minilocus de Cadena Pesada

A. Construcción de vectores plasmídicos para clonar secuencias de ADN de gran tamaño

1. pGP1a

El plásmido pBR322 se digirió con EcoRI y StyI y se ligó con los oligonucleótidos siguientes:

El plásmido resultante, pGP1a, está diseñado para clonar construcciones de ADN muy grandes que pueden es-
cindirse mediante la enzima de restricción de corte poco frecuente NotI. Contiene un sitio de restricción NotI cadena
abajo (respecto al gen de resistencia a ampicilina, AmpR) de una señal de terminación de la transcripción potente
derivada del gen trpA (Christie et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78:4180 (1931)). Esta señal de terminación reduce la
toxicidad potencial de las secuencias codificantes insertadas en el sitio NotI eliminando la transcripción por translectu-
ra del gen AmpR. Además, este plásmido es de bajo número de copias respecto a los plásmidos pUC porque conserva
la región de control del número de copias de pBR322. El bajo número de copias reduce adicionalmente la toxicidad
potencial de las secuencias de insertos y reduce la selección contra insertos de gran tamaño debido a replicación del
ADN. Los vectores pGP1b, pGP1c, pGP1d, y pGP1f proceden de pGP1a y contienen diferentes sitios de clonación de
polienlazador. Las secuencias de polienlazador se proporcionan a continuación
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Cada uno de estos plásmidos puede usarse para la construcción de insertos de transgén de gran tamaño que pue-
den escindirse con NotI de modo que el ADN transgénico pueda purificarse de las secuencias de vector antes de la
microinyección.

2. pGP1b

Se digirió pGP1a con NotI y se ligó con los oligonucleótidos siguientes:

El plásmido resultante, pGP1b, contiene una región polienlazadora corta flanqueada por sitios NotI. Esto facilita
la construcción de insertos de gran tamaño que pueden escindirse por digestión con NotI.

3. pGPe

Los oligonucleótidos siguientes:

se usaron para amplificar el potenciador 3’ de cadena pesada de inmunoglobulina (S. Petterson, et al., Nature 344:
165-168 (1990)) a partir de ADN de hígado de rata mediante la técnica de reacción en cadena de la polimerasa.

El producto amplificado se digirió con BamHI y SphI y se clonó en pNN03 digerido con BamHI/SphI (pNN03
es un plásmido derivado de pUC que contiene un polienlazador con los sitios de restricción siguientes, enumerados
en orden: NotI, BamHI, NcoI, ClaI, EcoRV, XbaI, SacI, XhoI, SphI, Pstl, BglII, EcoRI, SmaI, KpnI, HindIII y NotI).
El plásmido resultante, pRE3, se digirió con BamHI y HindIII y el inserto que contiene el potenciador 3’ de cadena
pesada de Ig de rata se clonó en pGP1b digerido con BamHI/HindIII. El plásmido resultante, pGPe (Fig. 22 y Tabla
1) contiene varios sitios de restricción únicos en los que pueden clonarse secuencias y posteriormente escindirse junto
con el potenciador 3’ por digestión con NotI.
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TABLA 1

Secuencia de vector pGPe (SEC ID Nº:72)
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B. Construcción de transgén de minilocus de expresión de IgM, plGM1

1. Aislamiento de clones de región constante J-µ y construcción de pJM1

Se exploró una biblioteca de ADN genómico placentario humano clonada en el vector de fago λEMBL3/SP6/T7
(Clonetech Laboratories, Inc., Palo Alto, CA) con el oligonucleótido específico de región J de cadena pesada humana:

y se aisló el clon de fago λ1.3. Se aisló un fragmento HindIII/KpnI de 6 kb a partir de este clon, que contenía los
seis segmentos J, así como el segmento D de DHQ52 y el potenciador intrónico J-µ de cadena pesada. Se exploró la
misma biblioteca con el oligonucleótido específico de µ humano:

y se aisló el clon de fago λ2.1. Se aisló un fragmento HindIII/XhoI de 10,5 kb que contenía la región de cambio
µ y todas los exones de región constante µ a partir de este clon. Estos dos fragmentos se ligaron entre sí con pNNO3
digerido con KpnI/XhoI para obtener el plásmido pJM1.

2. pJM2

Se aisló un fragmento XhoI de 4 kb a partir del clon de fago λ2.1 que contiene secuencias inmediatamente cadena
abajo de las secuencias en pJM1, incluyendo el denominado elemento Σµ implicado en la deleción asociada a δ de
la µ en determinadas células B de expresión de IgD (Yasui et al., Eur. J. Immunol. 19: 1399 (1989), que se incorpora
en la presente memoria como referencia). Este fragmento se trató con el fragmento Klenow de la ADN polimerasa l
y se ligó con pJM1 tratado con Klenow cortado con XhoI. El plásmido resultante, pJM2 (Fig. 23) había perdido el
sitio XhoI interno pero conservaba el sitio XhoI 3’ debido a una reacción incompleta por la enzima Klenow. El pJM2
contiene la región J humana completa, el potenciador intrónico J-µ de cadena pesada, la región de cambio µ y todos los
exones de la región constante µ, así como las dos repeticiones directas de 0,4 kb, σµ y Σµ, implicadas en la deleción
asociada a δ del gen de µ.

3. Aislamiento de clones de región D y construcción de pDH1

El oligonucleótido específico de región D humana siguiente:

se usa para explorar la biblioteca genómica de placenta humana para clones de región D. Se aislaron los clones de
fago λ4.1 y λ4.3. Un fragmento XhoI de 5,5 kb que incluye los elementos D DK1, DN1 y DM2 (Ichihara et al., EMBO
J. 7:4141 (1988)) se aisló del clon de fago λ4.1. Un fragmento XhoI de 5,2 kb cadena arriba adyacente que incluye
los elementos D DLR1, DXP1, DXP′1′ y DA1 se aisló del clon de fago λ4.3. Cada uno de estos fragmentos XhoI de región
D se clonó en el sitio SalI del vector plasmídico pSP72 (Promega, Madison, Wl) para destruir el sitio XhoI que une
las dos secuencias. El fragmento cadena arriba se escindió después con XhoI y SmaI, y el fragmento cadena abajo
con EcoRV y XhoI. Los fragmentos aislados resultantes se ligaron entre sí con pSP72 digerido con SalI para dar el
plásmido pDH1. El pDH1 contiene un inserto de 10,6 kb que incluye al menos 7 segmentos D y puede escindirse con
XhoI (5’) y EcoRV (3’).

4. pCOR1

El plásmido pJM2 se digirió con Asp718 (un isoesquizómero de KpnI) y el extremo saliente se rellenó con el
fragmento Klenow de la ADN polimerasa l. Después, el ADN resultante se digirió con ClaI y se aisló el inserto. Este
inserto se ligó con el inserto XhoI/EcoRV de pDH1 y pGPe digerido con XhoI/ClaI para generar pCOR1 (Fig. 24).
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5. pVH251

Un fragmento HindIII genómico de 10,3 kb que contenía los dos segmentos de región variable de cadena pesada
humana VH251 y VH105 (Humphries et al., Nature 331:446 (1988), que se incorpora en la presente memoria como
referencia) se subclonó en pSP72 para dar el plásmido pVH251.

6. plGM1

El plásmido pCOR1 se digirió parcialmente con XhoI y el inserto XhoI/SalI aislado de pVH251 se clonó en el
sitio XhoI cadena arriba para generar el plásmido plGM1 (Fig. 25). El plGM1 contiene 2 segmentos de región variable
humana funcional, al menos 8 segmentos D humanos, los 6 segmentos JH humanos, el potenciador J-µ humano, el
elemento σµ humano, la región de cambio µ humana, todos los exones codificantes de µ humana y el elemento Σµ
humano junto con el potenciador 3’ de cadena pesada de rata, de modo que todos estos elementos de secuencia pueden
aislarse en un solo fragmento de las secuencias de vector por digestión con NotI y microinyectarse en pronúcleos de
embrión de ratón para generar animales transgénicos.

C. Construcción de transgén de minilocus de expresión de IgM e IgG, pHC1

1. Aislamiento de clones de la región constante γ

El oligonucleótido siguiente, específico para genes de región constante de IgG humana:

se usó para explorar la biblioteca genómica humana. Se aislaron los clones de fago 129.4 y λ29.5. Un fragmento
HindIII de 4 kb del clon de fago λ29.4 que contenía una región de cambio γ se usó para sondar una biblioteca de ADN
genómico de placenta humana clonada en el vector de fago lambda FIXTM ll (Stratagene, La Jolla, CA). El clon de
fago λSg1.13 se aisló. Para determinar la subclase de los diferentes clones γ, se realizaron reacciones de secuenciación
didesoxi usando subclones de cada uno de los tres clones de fago como moldes y el oligonucleótido siguiente como
cebador:

Se determinó que ambos clones de fago λ29.5 y λSγ1.13 eran de la subclase γ1.

2. pγe1

Un fragmento HindIII de 7,8 kb del clon de fago λ29.5 que contenía la región codificante γ1 se clonó en pUC18.
El plásmido resultante, pLT1, se digirió con XhoI, se trató con Klenow y se volvió a ligar para destruir el sitio XhoI
interno. El clon resultante, pLT1xk, se digirió con HindIII y el inserto se aisló y se clonó en pSP72 para generar el clon
de plásmido pLTlxks. La digestión de pLTlxks en un sitio XhoI del polienlazador y una secuencia humana derivada
del sitio BamHI genera un fragmento de 7,6 kb que contiene los exones codificantes de la región constante γ1. Este
fragmento XhoI/BamHI de 7,6 kb se clonó junto con un fragmento BamHI de 4,5 kb cadena abajo adyacente del clon
de fago λ29.5 en pGPe digerido con XhoI/BamHI para generar el clon de plásmido pγe1. El pγe1 contiene todos los
exones codificantes de la región constante γ1 junto con 5 kb de secuencias cadena abajo, unidos al potenciador 3’ de
cadena pesada de rata.

3. pγe2

Un fragmento HindIII de 5,3 kb que contenía la región de cambio γ1 y el primer exón del transcrito estéril pre-
cambio (P. Sideras et al. (1989) International Immunol. 1, 631) se aislaron del clon de fago λSγ1.13 y se clonaron
en el pSP72 con el sitio XhoI del polienlazador adyacente al extremo 5’ del inserto para generar el clon de plásmido
pSγ1s. El inserto XhoI/SalI de pSγ1s se clonó en pγe1 digerido con XhoI para generar el clon de plásmido pγe2 (Fig.
26). El pγe2 contiene todos los exones codificantes de la región constante γ1 y la región de cambio cadena arriba y
exones de transcritos estériles, junto con 5 kb de secuencias cadena abajo, unidos al potenciador 3’ de cadena pesada
de rata. Este clon contiene un sitio XhoI único en el extremo 5’ del inserto. El inserto completo, junto con el sitio XhoI
y el potenciador de rata 3’, pueden escindirse de secuencias de vector por digestión con NotI.
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4. pHC1

El plásmido plGM1 se digirió con XhoI y el inserto de 43 kb se aisló y se clonó en pge2 digerido con XhoI
para generar el plásmido pHC1 (Fig. 25). El pHC1 contiene 2 segmentos de región variable humana funcional, al
menos 8 segmentos D humanos, los 6 segmentos JH humanos, el potenciador J-µ humano, el elemento σµ, humano, la
región de cambio µ humana, todos los exones codificantes de µ humana, el elemento Σµ humano y la región constante
γ1 humana, incluyendo la región de cambio asociada y los exones asociados a transcritos estériles, junto con el
potenciador 3’ de cadena pesada de rata, de modo que todos estos elementos de secuencia pueden aislarse en un solo
fragmento de las secuencias de vector, por digestión con NotI, y microinyectarse en pronúcleos de embriones de ratón
para generar animales transgénicos.

D. Construcción de transgén de minilocus de expresión de IgM e IgG, pHC2

1. Aislamiento de gen de región V de cadena pesada humana VH49.8

Se exploró la biblioteca de ADN genómico placentario humano lambda FIXTM II, (Stratagene, La Jolla, CA) con
el oligonucleótido específico de la familia de VH1 humana siguiente:

Se aisló el clon de fago λ49.8 y un fragmento XbaI de 6,1 kb que contenía el segmento variable VH49.8 se subclonó
en pNN03 (de modo que el sitio ClaI del polienlazador esté cadena abajo de VH49.8 y el sitio XhoI del polienlazador
esté cadena arriba) para generar el plásmido pVH49.8. Se secuenció una región de 800 pb de este inserto y se descubrió
que VH49.8 tiene una fase de lectura abierta y señales de recombinación y corte y empalme intactas, indicando así
que el gen es funcional (Tabla 2).

(Tabla pasa a página siguiente)
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TABLA 2

Secuencia del gen de la familia VHI humana VH 49.8 (SEC ID Nº: 79 y 80)

2. pV2

Un fragmento genómico XbaI de 4 kb que contiene el gen de la familia VHIV humana VH4-21 (Sanz et al., EMBO
J., 8: 3741 (1989)), subclonado en el plásmido pUC12, se escindió con SmaI y HindIII y se trató con el fragmento
Klenow de polimerasa l. El fragmento de extremos romos se clonó después en pVH49.8 tratado con Klenow digerido
con ClaI. El plásmido resultante, pV2, contiene el gen de cadena pesada humana VH49.8 unido cadena arriba de
VH4-21 en la misma orientación, con un sitio SalI único en el extremo 3’ del inserto y un sitio XhoI único en el
extremo 5’.

3. pSγ1-5’

Un fragmento XbaI/HindIII de 0,7 kb (que representa secuencias inmediatamente cadena arriba de, y adyacentes al
fragmento que contiene la región de cambio γ1 de 5,3 kb en el plásmido pγe2), junto con el fragmento XbaI de 3,1 kb
cadena arriba vecino, se aislaron del clon de fago λSg1.13 y se clonaron en vector pUC18 digerido con HindIII/XbaI.
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El plásmido resultante, pSγ1-5’, contiene un inserto de 3,8 kb que representa secuencias cadena arriba del sitio de
inicio de la transcripción estéril que se encuentran en células B antes del cambio al isotipo γ1 (P. Sideras et al.,
International Immunol. 1: 631 (1989)). Debido a que el transcrito está implicado en el inicio del cambio de isotipo y
que las secuencias que actúan en cis cadena arriba son a menudo importantes para la regulación de la transcripción,
estas secuencias se incluyen en construcciones transgénicas para promover una expresión correcta del transcrito estéril
y la recombinación de cambio asociada.

4. pVGE1

El inserto pSγ1-5’ se escindió con SmaI y HindIII, se trató con enzima Klenow y se ligó con el enlazador oligonu-
cleotídico siguiente:

El producto de ligación se digirió con SalI y se ligó con un pV2 digerido con SalI. El plásmido resultante, pVP,
contiene 3,8 kb de secuencias flanqueantes 5’ de cambio γ1 unidas cadena abajo de los dos segmentos génicos variables
humanos VH49.8 y VH4-21 (véase la Tabla 2). El inserto de pVP se aísla por digestión parcial con SalI y digestión
completa con XhoI, seguido de purificación del fragmento de 15 kb en un gel de agarosa. Después, el inserto se clona
en el sitio XhoI de pγe2 para generar el clon de plásmido pVGE1 (Fig. 27). El pVGE1 contiene dos segmentos génicos
variables de cadena pesada humana cadena arriba del gen constante γ1 humano y de la región de cambio asociada.
Puede usarse un sitio SalI único entre las regiones variable y constante para introducir por clonación segmentos génicos
D, J y µ. El potenciador 3’ de cadena pesada de rata se une al extremo 3’ del gen γ1 y el inserto completo se flanquea
por sitios NotI.

5. pHC2

El clon de plásmido pVGE1 se digiere con SalI y el inserto XhoI de pIGM1 se clona en el mismo. El clon resul-
tante, pHC2 (Fig. 25), contiene 4 segmentos de región variable humana funcional, al menos 8 segmentos D humanos,
los 6 segmentos JH humanos, el potenciador J-m humano, el elemento σµ humano, la región de cambio µ humana,
todos los exones codificantes de µ humana, el elemento Σµ humano y la región constante γ1 humana, incluyendo la
región de cambio asociada y exones asociados con transcritos estériles, junto con secuencias flanqueantes de 4 kb
cadena arriba del sitio de inicio de la transcripción estéril. Estas secuencias humanas se unen al potenciador 3’ de
cadena pesada de rata de modo que todos los elementos de secuencia pueden aislarse en un solo fragmento a partir
de secuencias del vector, por digestión con NotI, y microinyectarse en pronúcleos de embrión de ratón para generar
animales transgénicos. Un sitio XhoI único en el extremo 5’ del inserto puede usarse para introducir por clonación
segmentos génicos variables humanos adicionales para ampliar adicionalmente la diversidad de recombinación de este
minilocus de cadena pesada.

E. Ratones transgénicos

Los insertos NotI de los plásmidos plGM1 y pHC1 se aislaron a partir de las secuencias de vector por electroforesis
en gel de agarosa. Los insertos purificados se microinyectaron en los pronúcleos de embriones de ratón (C57BL/6 x
CBA)F2 fertilizados y se transfirieron los embriones supervivientes a hembras pseudogestantes como se describe por
Hogan et al. (B. Hogan, F. Costantini y E. Lacy, Methods of Manipulating the Mouse Embryo, 1986, Cold Spring
Harbor Laboratory, Nueva York). Los ratones que se desarrollaron a partir de embriones inyectados se analizaron para
determinar la presencia de secuencias transgénicas por análisis de transferencia de Southern de ADN de la cola. Se
estimó el número de copias de transgén por la intensidad de la banda respecto a patrones de control que contienen
cantidades conocidas de ADN clonado. A las 3 a 8 semanas de edad, se aisló suero de estos animales y se ensayó
para determinar la presencia de IgM e IgG1 humanas codificadas por transgén mediante ELISA, como se describe
por Harlow y Lane (E. Harlow y D. Lane. Antibodies: A Laboratory Manual, 1988, Cold Spring Harbor Laboratory,
Nueva York). Se recubrieron pocillos de placa de microtitulación con anticuerpos monoclonales de ratón específicos
para IgM humana (clon AF6, nº 0285, AMAC, Inc. Westbrook, ME) e IgG1 humana (clon JL512, nº 0280, AMAC, Inc.
Westbrook, ME). Se realizaron diluciones seriadas de las muestras de suero en los pocillos y se detectó la presencia
de inmunoglobulinas específicas con un anticuerpo de cabra anti-Ig humana (polivalente) conjugado con fosfatasa
alcalina aislado por afinidad que se había preadsorbido para minimizar la reactividad cruzada con inmunoglobulinas de
ratón. La Tabla 3 y la Fig. 28 muestran los resultados de un ensayo ELISA para determinar la presencia de IgM e IgG1
humana en el suero de dos animales que se desarrollaron a partir de embriones inyectados con el inserto transgénico del
plásmido pHC1. Todos los ratones no transgénicos de control dieron un resultado de ensayo negativo para la expresión
de IgM e IgG1 humana mediante este ensayo. Los ratones de dos líneas que contenían el inserto NotI de pIGM1 (líneas
nº 6 y 15) expresan IgM humana pero no IgG1 humana. Se ensayaron ratones de 6 líneas que contenían el inserto de
pHC1 y se descubrió que 4 de las líneas (líneas nº 26, 38, 57 y122) expresan tanto IgM humana como IgG1 humana,
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mientras que los ratones de dos de las líneas (líneas nº 19 y 21) no expresan niveles detectables de inmunoglobulinas
humanas. Los ratones transgénicos pHC1 que no expresaban inmunoglobulinas humanas se denominaron ratones
G0, que se desarrollaron directamente a partir de embriones microinyectados y pueden haberse sido mosaicos para
la presencia del transgén. El análisis de transferencia de Southern indica que muchos de estos ratones contienen
una o menos copias del transgén por célula. La detección de IgM humana en el suero de transgénicos pIGM1 y de
IgM e IgG1 en transgénicos pHC1 proporciona pruebas de que la secuencias transgénicas funcionan correctamente
dirigiendo la unión VDJ, la transcripción y el cambio de isotipo. Uno de los animales (nº 18) era negativo para
el transgén por análisis de transferencia de Southern y no mostraba niveles detectables de IgM o IgG1 humana.
El segundo animal (nº 38), contenía aproximadamente 5 copias del transgén, según se ensayó por transferencia de
Southern, y mostraba niveles detectables tanto de IgM como de IgG1 humana. Los resultados de ensayos ELISA para
11 animales que se desarrollaron a partir de embriones inyectados con transgén se resumen en la tabla a continuación
(Tabla 3).

TABLA 3

Detección de IgM e IgG1 humana en el suero de animales transgénicos mediante ensayo ELISA

La Tabla 3 muestra una correlación entre la presencia de ADN de transgén integrado y la presencia de inmuno-
globulinas codificadas por transgén en el suero. Dos de los animales que se descubrió que contenían el transgén pHCI
no expresaban niveles detectables de inmunoglobulinas humanas. Estos dos eran animales de bajo número de copias
y podían no contener copias completas de los transgenes, o los animales podían haber sido mosaicos genéticos (indi-
cado por el <1 copia por célula estimado para el animal nº 21), y las células que contienen el transgén puede que no
hayan poblado el linaje hematopoyético. Como alternativa, los transgenes pueden haberse integrado en localizaciones
genómicas que no conduzcan a su expresión. La detección de IgM humana en el suero de transgénicos pIGM1 y de
IgM e IgG1 humana en transgénicos pHC1 indica que las secuencias transgénicas funcionan correctamente dirigiendo
la unión VDJ, la transcripción y el cambio de isotipo.

F. Clones de ADNc

Para evaluar la funcionalidad del transgén de pHC1 en la unión VDJ y el cambio de clase, así como la participación
del receptor de célula B humana codificado por el transgén en el desarrollo de células B y la exclusión alélica, se
examinó la estructura de los clones de ADNc de inmunoglobulina obtenidos a partir de ARNm de bazo de ratón
transgénico. Se examinó la diversidad global de las cadenas pesadas codificadas por transgén, centrándose en el uso
de segmentos D y J, la adición de región N, la distribución de la longitud de CDR3 y la frecuencia de uniones que dan
como resultado moléculas de ARNm funcionales. Se examinaron transcritos que codifican IgM e IgG que incorporan
VH105 y VH251.
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Se aisló ARN poliadenilado a partir de un ratón transgénico pHCI de línea 57 de segunda generación macho de once
semanas de edad. Este ARN se usó para sintetizar ADNc monocatenario cebado con oligo-dT. El ADNc resultante
se usó después como molde para cuatro amplificaciones por PCR individuales usando los cuatro oligonucleótidos
sintéticos siguientes como cebadores: oligo-149 específico de VH251, cta gct cga gtc caa gga gtc tgt gcc gag gtg cag
ctg (g,a,t,c) (SEC ID Nº: 82); o-150 específico de VH105, gtt gct cga gtg aaa ggt gtc cag tgt gag gtg cag ctg (g,a,t,c)
(SEC ID Nº: 83); oligo-151 específico de gamma1 humana, ggc gct cga gtt cca cga cac cgt cac cgg ttc (SEC ID Nº:
84); y oligo-152 específico de mu humana, cct gct cga ggc agc caa cgg cca cgc tgc tcg (SEC ID Nº:85). La reacción 1
usaba los cebadores 0-149 y o-151 para amplificar transcritos VH251-gamma1, la reacción 2 usaba o-149 y o-152 para
amplificar transcritos VH251-mu, la reacción 3 usaba o-150 y o-151 para amplificar transcritos VH105-gamma1 y la
reacción 4 usaba o-150 y o-152 para amplificar transcritos VH105-mu. Los productos de PCR 0,5 kb resultantes se
aislaron a partir de un gel de agarosa. Los productos de transcrito µ eran más abundantes que los productos de transcrito
γ, concordando con los datos de ELISA correspondientes (Fig. 34). Los productos de PCR se digirieron con XhoI y se
clonaron en el plásmido pNN03. Se aisló ADN plasmídico bicatenario a partir de minipreparaciones de nueve clones
de cada una de las cuatro amplificaciones por PCR y se realizaron reacciones de secuenciación didesoxi. Dos de los
clones resultaron ser deleciones que no contenían segmentos D o J. Estos no podían haberse obtenido a partir de
productos de corte y empalme de ARN normales y probablemente se han originado a partir de deleciones introducidas
durante la amplificación por PCR. Una de las muestras de ADN resultó ser una mezcla de dos clones individuales y
tres clones adicionales no producían una secuencia de ADN legible (presumiblemente porque las muestras de ADN
no estaban lo bastante limpias). Las secuencias de ADN de las uniones VDJ de los 30 clones restantes se recopilan
en la Tabla 4. Cada una de las secuencias es única, indicando que ninguna sola ruta de reorganización génica o solo
clon de células B de expresión de transgén es dominante. El hecho de que ningunas dos secuencias sean iguales
también es un indicio de la gran diversidad de inmunoglobulinas que pueden expresarse a partir de un minilocus
compacto que contiene sólo 2 segmentos V, 10 segmentos D y 6 segmentos J. Ambos segmentos V, los 6 segmentos
J y 7 de los 10 segmentos D que se incluyen en el transgén se usan en las uniones VDJ. Además, ambos genes de
región constante (mu y gamma1) se incorporan en los transcritos. El cebador VH105 resultó no ser específico para
VH105 en las reacciones realizadas. Por lo tanto, muchos de los clones de las reacciones 3 y 4 contenían transcritos
de VH251. Además, los clones aislados a partir del producto de PCR de la reacción 3 ligado resultaron codificar IgM
más que IgG; sin embargo, esto puede reflejar una contaminación con producto de PCR de la reacción 4 ya que el
ADN se aisló en el mismo gel. Un experimento análogo, en el que se amplificaron secuencias de cadena pesada de
inmunoglobulina a partir de linfocitos de sangre periférica humana adulta (PBL) y se determinó la secuencia de ADN
de las uniones VDJ, se describió recientemente por Yamada et al. (J. Exp. Med. 173:395-407 (1991), que se incorpora
en la presente memoria como referencia). Se compararon los datos de PBL humanos con los datos del ratón transgénico
pHC1.

(Tabla pasa a página siguiente)

65



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 345 580 T3

66



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 345 580 T3

67



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 345 580 T3

G. Elección de segmento J

La Tabla 5 comparaba la distribución de segmentos J incorporados en transcritos codificados por transgén pHC1
respecto a segmentos J encontrados en transcritos de inmunoglobulina de PBL humanos adultos. Los perfiles de
distribución eran muy similares, J4 es el segmento dominante en ambos sistemas, seguido de J6. J2 es el segmento
menos común en PBL humanos y en el animal transgénico.

TABLA 5

Elección de Segmento J

H. Elección de segmento D

El 49% (40 de 82) de los clones analizados por Yamada et al. incorporaban segmentos D que se incluían en el
transgén pHC1. 11 clones adicionales contenían secuencias que no se asignaron por los autores a ninguno de los seg-
mentos D conocidos. Dos de estos 11 clones sin asignar parecen proceder de una inversión de los segmentos DIR2
que se incluye en la construcción pHC1. Este mecanismo, que se predijo por Ichihara et al. (EMBO J. 7:4141 (1988))
y se observó por Sanz (J. Immunol. 147:1720-1729 (1991)), no se consideró por Yamada et al. (J. Exp. Med. 173:395-
407 (1991)). La Tabla 5 es una comparación de la distribución de segmentos D para el ratón transgénico pHC1 y de
la observada para transcritos de PBL humanos por Yamada et al. Los datos de Yamada et al. se volvieron a recopilar
para incluir el uso de DIR2 y excluir segmentos D que no están en el transgén de pHC1. La Tabla 6 demuestra que
la distribución de la incorporación de segmentos D es muy similar en el ratón transgénico y en PBL humanos. Los
dos segmentos D dominantes, DXP’1 y DN1, también se encuentran con gran frecuencia en el ratón transgénico. La
diferencia más espectacular entre las dos distribuciones es la alta frecuencia de DHQ52 en el ratón transgénico en
comparación con el ser humano. La alta frecuencia de DHQ52 es una reminiscencia de la distribución de segmentos
D en el hígado fetal humano. Sanz ha observado que el 14% de los transcritos de cadena pesada contenían secuen-
cias DHQ52. Si se excluyen del análisis los segmentos D que no se encuentran en pHC1, el 31% de los transcritos
fetales analizados por Sanz contienen DHQ52. Esto es comparable al 27% que se observa en el ratón transgénico
pHC1.
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TABLA 6

Elección de Segmento D

I. Funcionalidad de uniones VDJ

La Tabla 7 muestra las secuencias de aminoácidos esperadas de las regiones VDJ de 30 clones que se analizaron a
partir del transgénico pHC1. Las secuencias traducidas indican que 23 de las 30 uniones VDJ (77%) están en fase de
lectura respecto a los segmentos J y variable.

(Tabla pasa a página siguiente)
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TABLA 7

Funcionalidad de Uniones V-D-J (SEC ID Nº: 116-145)

J. Distribución de longitud de CDR3

La Tabla 8 comparaba la longitud de los péptidos CDR3 de transcritos con uniones VDJ en fase de lectura en el
ratón transgénico pHC1 con la de PBL humanos. De nuevo, los datos de PBL humanos vienen de Yamada et al. Los
perfiles son similares con el perfil del transgénico desviado ligeramente hacia péptidos CDR3 de menor tamaño que
los observados de PBL humanos. La longitud promedia de CDR3 en el ratón transgénico es de 10,3 aminoácidos. Ésta
es sustancialmente la misma que el tamaño promedio descrito para péptidos CDR3 humanos auténticos por Sanz (J.
Immunol. 147: 1720-1729 (1991)).
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TABLA 8

Distribucción de la Longitud de CDR3

Ejemplo 13

Transgenes de Cadena Pesada Reorganizados

A. Aislamiento de Segmentos VDJ de Cadena Pesada Humana Reorganizados

Se exploraron dos bibliotecas de ADN genómico de leucocitos humanos clonadas en el vector de fago λEMBL3/
SP6/T7 (Clonetech Laboratories, Inc., Palo Alto, CA) con un fragmento PacI/HindIII de 1 kb de λ1.3 que contiene el
potenciador intrónico J-µ de cadena pesada humana. Los clones positivos se ensayaron para determinar la hibridación
con una mezcla de los oligonucleótidos específicos de VH siguientes:

Los clones que hibridaban con sondas tanto V como J-µ se aislaron y se determinó la secuencia de ADN del
segmento VDJ reorganizado.

B. Construcción de transgenes de cadena pesada humana reorganizada

Se subclonaron fragmentos que contenían segmentos VJ funcionales (fase de lectura abierta y señales de corte y
empalme) en el vector plasmídico pSP72 de modo que el sitio XhoI derivado del plásmido sea adyacente al extremo 5’
de la secuencia del inserto. Un subclón que contenía un segmento VDJ funcional se digirió con XhoI y PacI (PacI, una
enzima de corte poco frecuente, reconoce un sitio próximo al potenciador intrónico J-m) y el inserto se clonó en pHC2
digerido con XhoI/PacI para generar una construcción transgénica con un segmento VDJ funcional, el potenciador
intrónico J-µ, el elemento de cambio µ y los exones codificantes de región constante µ y la región constante γ1,
incluyendo las secuencias asociadas a transcritos estériles, el cambio γ1 y los exones codificantes. Esta construcción
transgénica se escinde con NotI y se microinyecta en los pronúcleos de embriones de ratón para generar animales
transgénicos como se ha descrito anteriormente.
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Ejemplo 14

Transgenes de Cadena Ligera

A. Construcción de Vectores Plasmídicos

1. Vector plasmídico pGP1c

El vector plasmídico pGP1a se digiere con NotI y se ligan en el mismo los oligonucleótidos siguientes:

El plásmido resultante, pGP1c contiene un polienlazador con sitios de restricción Xmal, XhoI, SalI, HindIII y
BamHI flanqueados por sitios NotI.

2. Vector plasmídico pGP1d

El vector plasmídico pGP1a se digirió con NotI y se ligaron en el mismo los oligonucleótidos siguientes:

El plásmido resultante, pGP1d contiene un polienlazador con los sitios de restricción SalI, HindIII, ClaI, BamHI y
XhoI flanqueados por sitios NotI.

B. Aislamiento de clones Jκ y Cκ

Se exploró una biblioteca de ADN genómico placentario humano clonada en el vector de fago λEMBL3/SP6/T7
(Clonetech Laboratories, Inc., Palo Alto, CA) con el oligonucleótido específico de región J de cadena ligera kappa
humana:

y se aislaron los clones de fago 136.2 y 136.5. Un fragmento XhoI de 7,4 kb que incluye el segmento Jκ1 se aisló
de 136.2 y se subclonó en el plásmido pNN03 para generar el clon de plásmido p36.2. Un fragmento XhoI de 13
kb vecino que incluye los segmentos Jk 2 a 5 junto con el segmento génico Cκ se aisló del clon de fago 136.5 y se
subclonó en el plásmido pNNO3 para generar el clon de plásmido p36.5. Juntos, estos dos clones abarcan la región
que comienza 7,2 kb cadena arriba de Jκ1y termina 9 kb cadena abajo de Cκ.
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C. Construcción de transgenes de cadena ligera reorganizada

1. pCK1, un vector Cκ para expresar segmentos variables reorganizados

El inserto XhoI de 13 kb del clon de plásmido p36.5 que contiene el gen Cκ junto con 9 kb de secuencias cadena
abajo se clona en el sitio SalI del vector plasmídico pGP1c con el extremo 5’ del inserto adyacente al sitio XhoI del
plásmido. El clon resultante, pCK1 puede aceptar fragmentos clonados que contienen segmentos VJκ reorganizados
en el sitio XhoI 5’ único. El transgén puede escindirse después con NotI y purificarse a partir de secuencias de vector
por electroforesis en gel. La construcción transgénica resultante contendrá el potenciador intrónico J-Cκ humano y
puede contener el potenciador κ 3’ humano.

2. pCK2, un vector Cκ con potenciadores de cadena pesada para expresar segmentos variables reorganizados

Un fragmento XbaI de 0,9 kb de ADN genómico de ratón que contenía el potenciador intrónico J-µ de cadena
pesada de ratón (J. Banerji et al., Cell 33: 729-740 (1983)) se subclonó en pUC18 para generar el plásmido pJH22.1.
Este plásmido se linealizó con SphI y los extremos se rellenaron con la enzima Klenow. El ADN tratado con Klenow
se digirió después con HindIII y un fragmento MluI/HindIII de 1,4 kb del clon de fago λ1.3 (ejemplo anterior), que
contenía el potenciador intrónico J-µ de cadena pesada humana (Hayday et al., Nature 307:334-340 (1984)), con él. El
plásmido resultante, pMHE1, consiste en los potenciadores intrónicos J-µ de cadena pesada humana y de ratón ligados
entre sí en pUC18 de modo que se escinden en un solo fragmento BamHI/HindIII. Este fragmento de 2,3 kb se aísla y
se clona en pGP1c para generar pMHE2. El pMHE2 se digiere con SalI y el inserto XhoI de 13 kb de p36.5 se clona
en el mismo. El plásmido resultante, pCK2, es idéntico a pCK1 excepto por que los potenciadores intrónicos J-µ de
cadena pesada humana y de ratón se fusionan con el extremo 3’ del inserto transgénico. Para modular la expresión
del transgén final, pueden generarse construcciones análogas con diferentes potenciadores, es decir, el potenciador de
cadena pesada o kappa 3’ de rata o de ratón (Meyer y Neuberger, EMBO J., 8: 1959-1964 (1989); Petterson et al.,
Nature, 344: 165-168(1990)).

3. Aislamiento de segmentos variables de cadena ligera kappa reorganizados

Dos bibliotecas de ADN genómico de leucocitos humanos clonadas en el vector de fago λEMBL3/SP6/T7 (Clo-
netech Laboratories, Inc., Palo Alto, CA) se exploraron con el fragmento XhoI/SmaI de 3,5 kb de p36.5 que contenía
la región J de cadena ligera kappa humana. Los clones positivos se ensayaron para determinar la hibridación con los
oligonucleótidos específicos de Vκ siguientes:

Los clones que hibridaban con ambas sondas V y J se aislaron y se determinó la secuencia de ADN del segmento
VJκ reorganizado.

4. Generación de ratones transgénicos que contienen construcciones de cadena ligera humana reorganizada

Se subclonaron fragmentos que contienen segmentos VJ funcionales (fase de lectura abierta y señales de corte y
empalme) en los sitios XhoI únicos de los vectores pCK1 y pCK2 para generar transgenes de cadena ligera kappa
reorganizada. Las construcciones transgénicas se aíslan a partir de secuencias de vector por digestión con NotI. Un
inserto purificado en gel de agarosa se microinyecta en pronúcleos de embriones de ratón para generar animales
transgénicos. Los animales que expresan cadena kappa humana se cruzan con animales transgénicos que contienen
minilocus de cadena pesada para generar ratones que expresen anticuerpos totalmente humanos.

Debido a que no todas las combinaciones VJκ pueden ser capaces de formar complejos de cadena ligera-pesada
estables con un amplio espectro de combinaciones VDJ de cadena pesada diferentes, se generan varias construcciones
transgénicas de cadena ligera diferentes, usando cada una un clon VJκ reorganizado diferente, y los ratones transgéni-
cos que se obtienen como resultado de estas construcciones se cruzan con ratones que expresan transgén de minilocus
de cadena pesada. Se aíslan linfocitos de sangre periférica, bazo y ganglio linfático de animales dobles transgénicos
(ambas construcciones de cadena ligera y pesada), se tiñen con anticuerpos fluorescentes específicos para inmunoglo-
bulinas de cadena ligera y pesada de ratón y humanas (Pharmingen, San Diego, CA) y se analizan por citometría de
flujo usando un analizador FACScan (Becton Dickinson, San José, CA). Las construcciones de transgenes de cadena
ligera reorganizada que dan como resultado el mayor nivel de complejos de cadena ligera/pesada humana en la super-
ficie del mayor número de células B y no afectan desfavorablemente al compartimento de células inmunes (según se
ensayó por análisis citométrico de flujo con anticuerpos específicos de subconjunto de células C y D) se seleccionan
para la generación de anticuerpos monoclonales humanos.
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D. Construcción de transgenes de minilocus de cadena ligera no reorganizada

1. pJCK1, un vector que contiene Jκ, Cκ para construir transgenes de minilocus

El inserto XhoI de p36.5 que contiene Cκ de 13 kb se trata con la enzima Klenow y se clona en plásmido pGP1d
tratado con Klenow digerido con HindIII. Se selecciona un clon de plásmido de modo que el extremo 5’ del inserto
sea adyacente al sitio ClaI derivado del vector. El plásmido resultante, p36.5-1d, se digiere con ClaI y se trata con
Klenow. El inserto XhoI de 7,4 kb que contiene Jκ1 de p36.2 se trata después con Klenow y se clona en el p36.5-
1d tratado con Klenow y con ClaI. Se selecciona un clon en el que el inserto de p36.2 está en la misma orientación
que el inserto p36.5. Este clon, pJCK1 (Fig. 34), contiene la región Jκ humana completa y Cκ junto con 7,2 kb de
secuencias cadena arriba y 9 kb de secuencias cadena abajo. El inserto también contiene el potenciador intrónico J-
Cκ humano y puede contener un potenciador κ 3’ humano. El inserto está flanqueado por un sitio SalI 3’ único con
el fin de clonar secuencias flanqueantes 3’ adicionales tales como potenciadores de cadena ligera o cadena pesada.
Un sitio XhoI único se localiza en el extremo 5’ del inserto con el fin de clonar en el mismo segmentos génicos Vκ
no reorganizados. Los sitios SalI y XhoI únicos están a su vez flanqueados por sitios NotI que se usan para aislar la
construcción transgénica completada a partir de las secuencias de vector.

2. Aislamiento de segmentos génicos Vκ no reorganizados y generación de animales transgénicos que expresan
proteína de cadena ligera de Ig humana

El oligonucleótido específico de Vκ, oligo-65 (analizado anteriormente), se usa para sondar una biblioteca de ADN
genómico placentario humano clonada en el vector de fago 1EMBL3/SP6/T7 (Clonetech Laboratories, Inc., Palo Alto,
CA). Los segmentos génicos variables de los clones resultantes se secuencian y los clones que parecen funcionales
se seleccionan. Los criterios para juzgar la funcionalidad incluyen: fases de lectura abierta, secuencias donadoras y
aceptoras de corte y empalme intactas, secuencias de recombinación intactas. Los fragmentos de ADN que contienen
segmentos génicos variables seleccionados se clonan en el sitio XhoI único del plásmido pJCK1 para generar construc-
ciones de minilocus. Los clones resultantes se digieren con NotI y los insertos se aíslan y se inyectan en pronúcleos de
embriones de ratón para generar animales transgénicos. Los transgenes de estos animales experimentarán la unión V
a J en células B en desarrollo. Los animales que expresen cadena kappa humana se cruzan con animales transgénicos
que contienen minilocus de cadena pesada para generar ratones que expresen anticuerpos totalmente humanos.

Ejemplo 15

Transgén de Ig Humana de Cadena Pesada Genómico

Este Ejemplo describe la clonación de un transgén de inmunoglobulina de cadena pesada genómico humano que
después se introduce en la línea germinal murina por microinyección en cigotos o integración en células ES.

Se aíslan núcleos de tejido placentario humano recién obtenido como se describe por Marzluff, W. F., et al. (1985),
Transcription and Translation: A Practical Approach, B. D. Hammes y S. J. Higgins, eds., págs. 89-129, IRL Press,
Oxford). Los núcleos aislados (o espermatocitos humanos lavados con PBS) se embeben en bloques de agarosa de
bajo punto de fusión al 0,5% y se lisan con proteinasa K 1 mg/ml en EDTA 500 mM, SDS al 1% para los núcleos,
o con proteinasa K 1 mg/ml en EDTA 500 mM, SDS al 1%, DTT 10 mM para los espermatocitos a 50ºC durante 18
horas. La proteinasa K se inactiva por incubación de los bloques en PMSF 40 µg/ml en TE durante 30 minutos a 50ºC
y después se lavan exhaustivamente con TE. El ADN se digiere después en la agarosa con la enzima de restricción
NotI como se describe por M. Finney en Current Protocols in Molecular Biology (F. Ausubel et al., eds. John Wiley
& Sons, Sup. 4, 1988, por ejemplo, Sección 2.5.1).

El ADN digerido con NotI se fracciona después mediante electroforesis en gel de campo pulsado como se describe
por Anand et al., Nuc. Acids Res. 17: 3425-3433 (1989). Las fracciones enriquecidas para el fragmento NotI se
ensayan por hibridación de Southern para detectar una o más de las secuencias codificadas por este fragmento. Dichas
secuencias incluyen los segmentos D de cadena pesada, segmentos J y regiones constantes γ1, junto con representantes
de las 6 familias VH (aunque este fragmento se identifica como un fragmento de 670 kb de células HeLa por Berman et
al. (1988), anteriormente, se ha descubierto que es un fragmento de 830 kb de ADN de esperma y placenta humana).
Las fracciones que contienen este fragmento NotI se ligan en el sitio de clonación NotI del vector pYACNN como se
describe (McCormick et al., Technique 2: 65-71 (1990)). Se prepara el plásmido pYACNN por digestión de pYACneo
(Clontech) con EcoRI y ligación en presencia del oligonucleótido 5’- AAT TGC GGC CGC -3’ (SEC ID Nº: 25).

Los clones de YAC que contienen el fragmento NotI de cadena pesada se aíslan como se describe por Traver et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 86: 5898-5902 (1989). El inserto NotI clonado se aísla del ADN de levadura de alto
peso molecular por electroforesis en gel de campo pulsado como se describe por M. Finney, en la obra citada. El ADN
se condensa por adición de espermina 1 mM y se microinyecta directamente en el núcleo de embriones de una sola
célula previamente descritos. Como alternativa, el ADN se aísla mediante electroforesis en gel de campo pulsado y
se introduce en células ES por lipofección (Gnirke et al., EMBO J. 10: 1629-1634 (1991)), o el YAC se introduce en
células ES por fusión de esferoplastos.
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Ejemplo 16

Transgén de Ig de Cadena Pesada Genómico Discontinuo

Un fragmento SpeI de 85 kb de ADN genómico humano, que contiene VH6, segmentos D, segmentos J, la región
constante µ y parte de la región constante γ, se ha aislado por clonación de YAC esencialmente como se describe en
el Ejemplo 1. Un YAC que lleva un fragmento de la región variable de la línea germinal, tal como un fragmento NotI
de 570 kb cadena arriba del fragmento NotI de 670-830 kb descrito anteriormente, que contiene múltiples copias de
V1 a V5, se aísla como se describe (Berman et al. (1988), anteriormente, detectaron dos fragmentos NotI de 530 kb,
conteniendo cada uno múltiples segmentos V). Los dos fragmentos se coinyectan en el núcleo de un embrión de ratón
de una sola célula como se describe en el Ejemplo 1.

Típicamente, la coinyección de dos fragmentos de ADN diferentes da como resultado la integración de ambos
fragmentos en el mismo sitio de inserción dentro del cromosoma. Por lo tanto, aproximadamente el 50% de los
animales transgénicos resultantes que contienen al menos una copia de cada uno de los dos fragmentos tendrá el
fragmento del segmento V insertado cadena arriba del fragmento que contiene la región constante. De estos animales,
aproximadamente el 50% realizará la unión de V a DJ por inversión de ADN y aproximadamente el 50% por deleción,
dependiendo de la orientación del fragmento NotI de 570 kb respecto a la posición del fragmento SpeI de 85 kb. Se aísla
el ADN de los animales transgénicos resultantes y los animales que se descubre que contienen ambos transgenes por
hibridación de transferencia de Southern (específicamente, aquellos animales que contienen tanto múltiples segmentos
V humanos como genes de región constante humana) se ensayan para determinar su capacidad para expresar moléculas
de inmunoglobulina humana de acuerdo con técnicas convencionales.

Ejemplo 17

Identificación de secuencias de región variable funcionalmente reorganizadas en células B transgénicas

Un antígeno de interés se usa para inmunizar (véase Harlow y Lane, Antibodies: A Laboratory Manual, Cold
Spring Harbor, Nueva York (1988)) un ratón con los rasgos genéticos siguientes: genotipo homocigoto en el locus de
cadena endógena para una deleción de JH (Ejemplo 10); hemicigoto para una sola copia de transgén de minilocus de
cadena pesada humana no reorganizada (ejemplos 5 y 14); y hemicigoto para una sola copia de un transgén de cadena
ligera kappa humana reorganizada (Ejemplos 6 y 14).

Después del programa de inmunización, se extirpa el bazo y las células de bazo se usan para generar hibridomas.
Se usan células de un clon de hibridoma individual que secreta anticuerpos reactivos con el antígeno de interés para
preparar ADN genómico. Una muestra del ADN genómico se digiere con varias enzimas de restricción diferentes
que reconocen secuencias de seis pares de bases únicas y se fracciona en un gel de agarosa. Se usa hibridación de
transferencia de Southern para identificar dos fragmentos de ADN en el intervalo de 2-10 kb, conteniendo uno de ellos
la única copia de las secuencias VDJ de cadena pesada humana reorganizada y conteniendo uno de ellos la única copia
de la secuencia VJ de cadena ligera humana reorganizada. Estos dos fragmentos se fraccionan por tamaño en un gel de
agarosa y se clonan directamente en pUC18. Los insertos clonados se subclonan después respectivamente en casetes
de expresión de cadena pesada y ligera que contienen secuencias de región constante.

El clon de plásmido pγe1 (Ejemplo 12) se usa como casete de expresión de cadena pesada y se clonan secuencias
VDJ reorganizadas en el sitio XhoI. El clon de plásmido pCK1 se usa como casete de expresión de cadena ligera y se
clonan secuencias VJ reorganizadas en el sitio XhoI. Los clones resultantes se usan juntos para transfectar células SP0
para producir anticuerpos que reaccionen con el antígeno de interés. (Co. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88: 2869
(1991), que se incorpora en la presente memoria como referencia).

Como alternativa, se aísla el ARNm de las células de hibridoma clonadas descritas anteriormente y se usa para
sintetizar ADNc. La secuencia VDJ y VJ de cadena pesada y ligera humana expresada se amplifica después por PCR
y se clona (Larrick et al., Biol. Technology, 7: 934-938 (1989)). Después de que se haya determinado la secuencia
de nucleótidos de estos clones, se sintetizan oligonucleótidos que codifiquen los mismos polipéptidos y se generan
vectores de expresión sintéticos como se describe por Queen et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 84: 5454-5458 (1989).

Inmunización de Animales Transgénicos con Antígenos Complejos

El siguiente experimento demuestra que los animales transgénicos pueden inmunizarse con éxito con antígenos
complejos tales como los de eritrocitos humanos y responder con cinéticas que son similares a las cinéticas de respuesta
observadas en ratones normales.

Las células sanguíneas son generalmente inmunógenos adecuados y comprenden muchos tipos diferentes de antí-
genos en la superficie de eritrocitos y leucocitos.
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Inmunización con sangre humana

Se recogieron tubos de sangre humana de un solo donante y se usaron para inmunizar ratones transgénicos que
tenían loci de cadena pesada endógenos funcionalmente interrumpidos (JHD) y que albergaban una construcción de
minigén de cadena pesada humana (HCI); estos ratones se denominaron línea 112. Se lavó la sangre y se resuspendió en
50 ml de Hanks y se diluyó a 1 x 108 células/ml. Después se inyectaron 0,2 ml (2 x 107 células) por vía intraperitoneal
usando una aguja de calibre 28 y una jeringa de 1 cc. Este protocolo de inmunización se repitió aproximadamente
semanalmente durante 6 semanas. Se controlaron los títulos del suero extrayendo sangre de extracciones retroorbitarias
y recogiendo el suero y, posteriormente, ensayándolo para determinar anticuerpos específicos. También se tomó una
muestra de sangre preinmunización como control. En la última inmunización, tres días antes de que se sacrificaran
estos animales para extraer el suero y generar los hibridomas, se administró por vía intravenosa una sola inmunización
de 1 x 107 células a través de la cola para aumentar la producción de hibridomas.

TABLA 9

Los ratones Nº 2343 y 2348 tenían un fenotipo deseado: transgénico de minigén de cadena pesada humana sobre
fondo knock-out de cadena pesada.

Generación de Hibridomas

Se generaron hibridomas por fusión de esplenocitos de ratón de ratones transgénicos de aproximadamente 16
semanas de edad (Tabla 9) que se habían inmunizado como se ha descrito (anteriormente) con un compañero de
fusión que consistía en la línea celular de mieloma sensible a HAT no secretora X63 Ag8.653. Se cultivaron clones de
hibridoma y se identificaron los sobrenadantes de hibridoma que contenían inmunoglobulinas que tenían una afinidad
de unión específica por antígenos de células sanguíneas, por ejemplo, por citometría de flujo.

Citometría flujo

Se ensayaron sobrenadantes de suero e hibridoma usando citometría de flujo. Se lavaron eritrocitos del donante
4X en solución salina equilibrada de Hanks y se pusieron 50.000 células en microtubos de polipropileno de 1,1 ml.
Las células se incubaron con antisueros o sobrenadante de los hibridomas durante 30 minutos en hielo en medio de
tinción (medio RPMI 1640 1x sin rojo fenol o biotina (Irvine Scientific), suero de ternera recién nacida al 3%, azida
sódica al 0,1%). Los controles consistían en ratones hermanos de camada con otros genotipos. Después, las células
se lavaron por centrifugación a 4ºC en Sorvall RT600B durante 5-10 minutos a 1000 rpm. Las células se lavaron dos
veces y después se detectó el anticuerpo en la superficie celular con un reactivo que desarrolla fluorescencia. Se usaron
dos reactivos monoclonales para el ensayo. Uno era un anticuerpo de ratón anti-cadena pesada µ humana marcado con
FITC (Pharmagen, San Diego, CA) y el otro era un anticuerpo de rata anti-cadena ligera kappa de ratón marcado
con PE (Becton-Dickenson, San José, CA). Ambos reactivos dieron resultados similares. Se usó sangre completa
(eritrocitos y leucocitos) y leucocitos en solitario como células diana. Ambos conjuntos dieron resultados positivos.

Se incubó suero de ratones transgénicos y controles hermanos de camada con eritrocitos del donante o leucocitos de
otro individuo, se lavaron y después se revelaron con anticuerpo anti-IgM humana marcado con FITC y se analizaron
en un citómetro de flujo. Los resultados mostraban que el suero de ratones que son transgénicos para el locus de mi-
nigén humano (ratones 2343 y 2348) muestra reactividad con IgM humana mientras que todos los animales hermanos
de camada (2344, 2345, 2346, 2347) no la muestran. Se usó suero de ratón normal (NS) y solución salina tamponada
con fosfato (PBS) como controles negativos. Los eritrocitos no se seleccionaron y los leucocitos se seleccionaron para
incluir solamente linfocitos. Se dibujan líneas en el eje x e y para proporcionar una referencia. La citometría de flujo se
realizó en 100 sobrenadantes de la fusión 2348. Cuatro sobrenadantes mostraban reactividad positiva para antígenos
de células sanguíneas.
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Ejemplo 18

Reducción de la Expresión de Inmunoglobulina de Ratón Endógena mediante ARN Antisentido

A. Vector para la Expresión de Secuencias de Ig Antisentido

1. Construcción del vector de clonación pGPIh

El vector pGPIb (al que se ha hecho referencia en un ejemplo anterior) se digiere con XhoI y BamHI y se liga con
los oligonucleótidos siguientes:

para generar el plásmido pGPIh. Este plásmido contiene un polienlazador que incluye los sitios de restricción
siguientes: NotI, EcoRI, BglII, Asp718, XhoI, BamHI, HindIII, NotI.

Construcción de pBCE1

Un fragmento XbaI/BglII de 0,8 kb de pVH251 (al que se ha hecho referencia en un ejemplo anterior), que incluye
el exón de secuencia líder de promotor, primer intrón y parte del segundo exón del segmento génico variable de
inmunoglobulina de la familia VH-V humana, se insertó en vector pNN03 digerido con XbaI/BglII para generar el
plásmido pVH251.

El fragmento de ADN BamHI/EcoRI de 2,2 kb que incluye los exones codificantes del gen de la hormona de cre-
cimiento humana (hGH; Seeburg, (1982) DNA 1: 239-249) se clona en pGHIh digerido con BglII/EcoRI. El plásmido
resultante se digiere con BamHI y el BamHI/BglII de pVH251N se inserta en la misma orientación que el gen hGH
para generar el plásmido pVhgh.

Un fragmento XbaI de 0,9 kb de ADN genómico de ratón que contiene el potenciador intrónico J-µ de cadena
pesada de ratón (Banerji et al., (1983) Cell 33: 729-740) se subclonó en pUC18 para generar el plásmido pJH22.1.
Este plásmido se linealizó con SphI y los extremos se rellenaron con la enzima klenow. El ADN tratado con klenow se
digirió después con HindIII y un fragmento MluI(klenow)/HindIII de 1,4 kb del clon de fago λ1.3 (ejemplo anterior),
que contiene el potenciador intrónico J-µ de cadena pesada humana (Hayday et al., (1984) Nature 307: 334-340), con
él. El plásmido resultante, pMHE1, consiste en los potenciadores intrónicos J-µ de cadena pesada humana y de ratón
ligados entre sí en pUC18 de modo que pueden escindirse en un solo fragmento BamHI/HindIII.

El fragmento BamHI/HindIII de pMHE1 se clona en pVhgh cortado con BamHI/HindIII para generar el vector de
expresión de células B pBCE1. Este vector, representado en la Figura 36, contiene sitios de clonación XhoI y Asp718
únicos en los que pueden clonarse fragmentos de ADN antisentido. La expresión de estas secuencias antisentido
está dirigida por la combinación de promotor/potenciador de cadena pesada cadena arriba, las secuencias génicas de
hGH cadena abajo proporcionan secuencias de poliadenilación además de secuencias intrónicas que promueven la
expresión de construcciones transgénicas. Las construcciones transgénicas antisentido generadas a partir de pBCE1
pueden separarse de las secuencias de vector por digestión con NotI.

B. Una construcción transgénica antisentido de IgM.

Los dos oligonucleótidos siguientes:

se usaron como cebadores para la amplificación de secuencias de la región constante de IgM de ratón mediante
reacción en cadena de la polimerasa (PCR) usando ADNc de bazo de ratón como sustrato. El producto de PCR de
0,3 kb resultante se digirió con Asp718 y XhoI y se clonó en pBCE1 digerido con Asp718/XhoI para generar la
construcción transgénica antisentido pMAS1. El inserto NotI purificado de pMAS1 se microinyectó en los pronúcleos
de embriones de ratón de medio día en solitario o en combinación con una o más de otras construcciones transgénicas -
para generar ratones transgénicos. Esta construcción expresa un transcrito de ARN en células B que hibrida con ARNm
de IgM de ratón, regulando negativamente de este modo la expresión de proteína IgM de ratón. Los ratones dobles
transgénicos que contienen pMAS1 y un minilocus de transgén de cadena pesada humana tal como pHC1 (generado
por coinyección de ambas construcciones o por cruce de ratones simples transgénicos) expresarán el receptor de Ig
codificado por transgén humano en un mayor porcentaje de células B que los ratones transgénicos para el minilocus de
cadena pesada humana solamente. La proporción de células que expresan receptor de Ig humano respecto a de ratón
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se debe en parte a la competición entre las dos poblaciones por factores y células que promueven la diferenciación y
expansión de células B. Debido a que el receptor de Ig desempeña un papel clave en el desarrollo de células B, las
células B de expresión de receptor de Ig de ratón que expresen niveles reducido de IgM en su superficie (debido a
regulación negativa antisentido específica de Ig de ratón) durante el desarrollo de células B no competirán tan bien
como las células que expresen el receptor humano.

C. Una construcción transgénica antisentido de IgKappa.

Los dos oligonucleótidos siguientes:

se usan como cebadores para la amplificación de secuencias de la región constante de IgKappa de ratón por reacción
en cadena a la polimerasa (PCR) usando ADNc de bazo de ratón como sustrato. El producto de PCR de 0,3 kb
resultante se digiere con Asp718 y XhoI y se clona en pBCE1 digerido con Asp718/XhoI para generar la construcción
transgénica antisentido pKAS1. El inserto NotI purificado de pKAS1 se microinyecta en los pronúcleos de embriones
de ratón de medio día en solitario o en combinación con una o más de otras construcciones transgénicas -para generar
ratones transgénicos. Esta construcción expresa un transcrito de ARN en células B que hibrida con ARNm de IgK de
ratón, regulando negativamente de este modo la expresión de proteína IgK de ratón como se ha descrito anteriormente
para pMAS1.

Ejemplo 19

Este ejemplo demuestra la inmunización con éxito y la respuesta inmune en un ratón transgénico de la presente
invención.

Inmunización de Ratones

Hemocianina de lapa californiana conjugada con más de 400 grupos dinitrofenilo por molécula (Calbiochem, La
Jolla, California) (KLH-DNP) se precipitó con alumbre de acuerdo con un método publicado anteriormente (Practical
Immunology, L. Hudson y F. C. Hay, Blackwell Scientific (Pubs.), pág. 9, 1980). Cuatrocientos µg de KLH-DNP
precipitada con alumbre junto con 100 µg de bromuro de dimetildioctadecilamonio en 100 µl de solución salina
tamponada con fosfato (PBS) se inyectaron por vía intraperitoneal en cada ratón. Se recogieron muestras de suero seis
días después por extracción de sangre del seno retroorbitario.

Análisis de Reactividad de Anticuerpos Humanos en Suero

Se evaluó la reactividad y especificidad de anticuerpos usando un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas
indirecto (ELISA). Se ensayaron varios antígenos diana para analizar la inducción de anticuerpos por el inmunógeno.
Se usó hemocianina de lapa californiana (Calbiochem) para identificar la reactividad contra el componente proteico,
albúmina de suero bovino-DNP para la reactividad contra el hapteno y/o grupos amino modificados y KLH-DNP
para reactividad contra el inmunógeno total. Se detectó la unión de anticuerpo humano a antígeno por conjugados de
enzimas específicos para las subclases IgM e IgG sin reactividad cruzada con inmunoglobulina de ratón. En resumen,
se recubrieron placas de microtitulación de PVC con antígeno secándolas durante una noche a 37ºC de 5 µg/ml de
proteína en PBS. Las muestras de suero diluidas en PBS, suero de pollo al 5%, Tween-20 al 0,5% se incubaron en
los pocillos durante 1 hora a temperatura ambiente, seguido de anti-F(ab’) de IgG y Fc de IgG humana-peroxidasa de
rábano picante o anti-Fc de IgM humana-peroxidasa de rábano picante en el mismo diluyente. Después de 1 hora a
temperatura ambiente se evaluó la actividad enzimática por adición de sustrato ABTS (Sigma, St. Louis, Missouri) y
se leyó después de 30 minutos a 415-490 nm.

Participación de la Cadena Pesada Humana en la Respuesta Inmune en Ratones Transgénicos

Las Figuras 37A-37D ilustran la respuesta de tres hermanos de camada de ratón a la inmunización con KLH-DNP.
El ratón número 1296 llevaba el transgén no reorganizado de IgM e IgG humana y era homocigoto para la anulación
de la cadena pesada de Ig de ratón. El ratón número 1299 llevaba el transgén en un fondo no knockout, mientras que
el ratón 1301 no heredó ninguno de estos conjuntos de genes. El ratón 1297, otro hermano de camada, llevaba el
transgén humano y era hemicigoto con respecto a la anulación de la cadena pesada de ratón. Se incluía como control
no inmunizado.

Los resultados demuestran que se desarrollaron respuestas tanto de IgG como de IgM humana contra el hapte-
no en el contexto de la conjugación con proteína. También se desarrolló IgM humana contra la molécula de KLH
pero no estaban presentes niveles significativos de IgG humana en este punto temporal. En las muestras de suero
preinmunización de los mismos ratones, los títulos de anticuerpos humanos contra los mismos antígenos diana eran
insignificantes.
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Ejemplo 20

Este ejemplo demuestra la inmunización con éxito con un antígeno humano y la respuesta inmune en un ratón
transgénico de la presente invención y proporciona datos que demuestran que se producen mutaciones somáticas no
aleatorias en las secuencias de la región variable del transgén humano.

Demostración de respuestas de anticuerpos que comprenden cadenas pesadas de inmunoglobulina humana contra un
antígeno de glicoproteína humana

Los ratones transgénicos usados para el experimento eran homocigotos para loci de cadena pesada de inmunoglo-
bulina murina funcionalmente interrumpidos producidos por la introducción de un transgén en la región de unión (J)
(anteriormente), dando como resultado la ausencia de producción de cadena pesada endógena (murina) funcional. Los
ratones transgénicos también albergaban al menos un transgén de minilocus de cadena pesada humana no reorganiza-
do completo (HCI, anteriormente), que incluía un solo gen VH funcional (VH251), gen de región constante µ humana
y gen de región constante γ1 humana. Los ratones transgénicos que se demostró que expresaban productos transgéni-
cos de inmunoglobulina humana (anteriormente) se seleccionaron para la inmunización con un antígeno humano para
demostrar la capacidad de los ratones transgénicos para generar una respuesta inmune contra una inmunización con
antígeno humano. A tres ratones de la línea HC1-26 y tres ratones de la línea HC1-57 (anteriormente) se les inyectó
antígeno humano.

Cien µg de antígeno carcinoembrionario humano purificado (CEA) insolubilizado en alumbre se inyectaron en
adyuvante completo de Freund el Día 0, seguido de inyecciones semanales adicionales de CEA precipitado con alum-
bre en adyuvante incompleto de Freund los Días 7, 14, 21 y 28. Se recogieron muestras de suero por extracción de
sangre retroorbitaria cada día antes de la inyección de CEA. Se combinaron volúmenes equivalentes de suero de cada
uno de los tres ratones en cada grupo para su análisis. Se determinaron los títulos de inmunoglobulina que contiene
cadena µ humana e inmunoglobulina que contiene cadena γ humana que se unían a CEA humano inmovilizado en
pocillos de microtitulación mediante ensayo ELISA. Los resultados de los ensayos ELISA para inmunoglobulinas que
contienen cadena µ humana e inmunoglobulinas que contienen cadena γ humana se muestran en las Figuras 38 y 39,
respectivamente. Se detectaron títulos de Ig de cadena µ humana significativos para ambas líneas el Día 7 y se observó
que aumentaban todavía hasta aproximadamente el Día 21. Para la Ig de cadena γ humana, los títulos significativos
se retrasaron, siendo evidentes primero para la línea HC1-57 el Día 14 y posteriormente para la línea HC1-26 el Día
21. Los títulos para Ig de cadena γ humana continuaron mostrando un aumento con el tiempo durante el transcurso
del experimento. La respuesta de Ig de cadena µ humana observada, seguida de una meseta, combinada con una res-
puesta de cadena γ que se desarrolla más tarde que continúa aumentando, es característica del patrón observado con la
maduración por afinidad. El análisis de muestras del Día 21 mostraba una ausencia de reactividad con un antígeno no
relacionado, hemocianina de lapa californiana (KLC), indicando que la respuesta de anticuerpo se dirigía contra CEA
de una forma específica.

Estos datos indican que los animales transgénicos para loci de genes de inmunoglobulina no reorganizados hu-
manos: (1) pueden responder a un antígeno humano (por ejemplo, la glicoproteína humana CEA), (2) pueden expe-
rimentar un cambio de isotipo (“cambio de clase”) como se ejemplifica por el cambio de clase µ a γ observado y (3)
presentan características de maduración por afinidad en sus respuestas inmunes humorales. En general, estos datos
indican: (1) los ratones transgénicos de Ig humana tienen la capacidad de inducir la producción de anticuerpos heteró-
logos en respuesta a un antígeno definido, (2) la capacidad de una sola región variable de cadena pesada de transgén
para responder a un antígeno definido, (3) las cinéticas de respuesta durante un periodo de tiempo típico de desarrollo
de respuesta primaria y secundaria, (4) el cambio de clase de una respuesta inmune humoral codificada por transgén
de IgM a IgG y (5) la capacidad de un animal transgénico para producir anticuerpos de secuencia humana contra un
antígeno humano.

Demostración de mutación somática en un minilocus de transgén de cadena pesada humana,

Ratones transgénicos de la línea HC1-57, que contienen múltiples copias del transgén HCI, se cruzaron con ratones
con deleción de cadena pesada de inmunoglobulina para obtener ratones que contienen el transgén HCI y contienen
interrupciones en ambos alelos de la cadena pesada de ratón endógena (anteriormente). Estos ratones expresan cade-
nas pesadas mu y gamma1 humanas junto con cadenas ligeras kappa y lambda de ratón (anteriormente). Uno de estos
ratones se hiperinmunizó contra antígeno carcinoembrionario humano mediante inyecciones intraperitoneales repeti-
das a lo largo del transcurso de 1,5 meses. Este ratón se sacrificó y se aislaron células linfáticas del bazo, ganglios
linfáticos inguinal y mesentérico y placas de peyer. Las células se combinaron y se aisló el ARN total. Se sintetizó
ADNc de primera cadena a partir del ARN y se usó como molde para la amplificación por PCR con los 2 cebadores
oligonucleotídicos siguientes:
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Estos cebadores amplifican específicamente secuencias de ADNc VH251/gammaI. Las secuencias amplificadas se
digirieron con XhoI y se clonaron en el vector pNN03. La secuencia de ADN de los insertos de 23 clones aleatorios
se muestra en la Figura 40; se indican variaciones de secuencia de la secuencia de línea germinal, los puntos indican
que la secuencia es idéntica a la línea germinal. La comparación de las secuencias de ADNc con la secuencia de línea
germinal del transgén VH251 pone de manifiesto que 3 de los clones están totalmente sin mutar mientras que los
otros 20 clones contienen mutaciones somáticas. Una de las 3 secuencias no mutadas procede de una unión VDJ fuera
de fase de lectura. Las mutaciones somáticas observadas en posiciones específicas aparecen a frecuencias similares
y en patrones de distribución similares a los observados en linfocitos humanos (Cai et al. (1992) J. Exp. Med. 176:
1073, incorporada en la presente memoria como referencia). La frecuencia global de las mutaciones somáticas es de
aproximadamente el 1%; sin embargo, la frecuencia sube hasta aproximadamente el 5% dentro de CDR1, indicando
selección a favor de cambios de aminoácidos que afecten a la unión a antígeno. Esto demuestra maduración por
afinidad dirigida por antígeno de las secuencias de cadena pesada humana.

Ejemplo 21

Este ejemplo demuestra la formación con éxito de un transgén por cointroducción de dos polinucleótidos separados
que se recombinan para formar un transgén de minilocus de cadena ligera humana completo.

Generación de un transgén de minilocus de cadena ligera no reorganizado por coinyección de dos fragmentos de
ADN solapantes

1. Aislamiento de los segmentos génicos de Vκ funcionales no reorganizados vk65.3, vk65.5, vk65.8 y vk65.15

El oligonucleótido específico de Vκ, el oligo-65 (5’-agg ttc agt ggc agt ggg tct ggg aca gac ttc act ctc acc atc
agc-3’; SEC ID Nº: 153), se usó para sondar una biblioteca de ADN genómico placentario humano clonada en el
vector de fago λEMBL3/SP6/T7 (Clonetech Laboratories, Inc., Palo Alto, CA). Los fragmentos de ADN que con-
tienen segmentos Vκ de clones de fago positivos se subclonaron en vectores plasmídicos. Los segmentos génicos
variables de los clones resultantes se secuencian y los clones que parecen funcionales se seleccionan. Los criterios
para juzgar la funcionalidad incluyen: fases de lectura abierta, secuencias donadora y aceptora de corte y empal-
me intactas y secuencia de recombinación intacta. Se muestran secuencias de ADN de 4 segmentos génicos de Vκ
funcionales (vk65.3, vk65.5, vk65.8 y vk65.15) de 4 clones de plásmido diferentes aislados mediante este procedi-
miento en las Figuras 41-44. Los cuatro clones de plásmido p65.3f, p65.5gl, p65.8 y p65.15f, se describen a continua-
ción.

(1 a) p65.3f

Un fragmento Xba de 3 kb del clon de fago λ65.3 se subclonó en pUC19 de modo que el sitio SalI derivado de
vector estaba proximal al extremo 3’ del inserto y el sitio BamHI derivado del vector 5’. El inserto BamHI/SalI de 3
kb de este clon se subclonó en pGP1f para generar p65.3f.

(1 b) p65.5g1

Se subclonó un fragmento EcoRI de 6,8 kb del con de fago λ65.5 en pGP1f de modo que el sitio XhoI derivado del
vector está proximal al extremo 5’ del inserto y el sitio SalI derivado del vector 3’. El plásmido resultante se denomina
p65.5g1.

(1 c) p65.8

Un fragmento HindIII de 6,5 kb del clon de fago λ65.5 se clonó en pSP72 para generar p65.8.

(1 d) p65.15f

Un fragmento EcoRI de 10 kb del clon de fago λ5.16 se subclonó en pUC18 para generar el plásmido p65.15.3.
El segmento génico de Vκ dentro del inserto del plásmido se mapeó en un subfragmento EcoRI/HindIII de 4,6 kb,
que se clonó en pGP1f. El clon resultante, p65.15f, tiene sitios XhoI y SalI únicos localizados en los extremos 5’y 3’
respectivos del inserto.

2. pKV4

El inserto XhoI/SalI de p65.8 se clonó en el sitio XhoI de p65.15f para generar el plásmido pKV2. El inserto
XhoI/SalI de p65.5g1 se clonó en el sitio XhoI de pKV2 para generar pKV3. El inserto XhoI/SalI de pKV3 se clonó
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en el sitio XhoI de p65.3f para generar el plásmido pKV4. Este plásmido contiene un solo inserto XhoI/SalI de 21 kb
que incluye 4 segmentos génicos de Vκ funcionales. El inserto completo también puede escindirse con NotI.

3. pKC1B

(3 a) pKcor

Dos fragmentos XhoI derivados de clones de fago X de ADN genómico humano se subclonaron en vectores
plasmídicos. El primero, un fragmento que contenía Jκ2-Jκ5/Cκ de 13 kb se trató con enzima Klenow y se clonó en
plásmido pGP1d tratado con Klenow digerido con HindIII. Un clon de plásmido (pK-31) se seleccionó de modo que
el extremo 5’ del inserto sea adyacente al sitio ClaI derivado del vector. El segundo fragmento XhoI, un fragmento
de ADN de 7,4 kb que contiene Jκ1, se clonó en pSP72 digerido con XhoI/SalI de modo que el sitio XhoI del inserto
3’ se destruía por ligación con el sitio SalI del vector. El clon resultante, p36.2s, incluye un sitio ClaI derivado del
inserto 4,5 kb cadena arriba de Jκ1 y un sitio ClaI derivado del polienlazador cadena abajo en lugar del sitio XhoI de
origen natural entre Jκ1 y Jκ2. Este clon se digirió con ClaI para liberar un fragmento de 4,7 kb que se clonó en pK-31
digerido con ClaI en la orientación 5’ a 3’ correcta para generar un plásmido que contiene los 5 segmentos Jκ humanos,
el potenciador intrónico humano, Cκ humana, 4,5 kb de secuencia flanqueante 5’ y 9 kb de secuencia flanqueante 3’.
Este plásmido, pKor, incluye sitios XhoI y SalI flanqueantes únicos en los lados 5’ y 3’ respectivos del inserto.

(3 b) pKcorB

Un fragmento BamHI de 4 kb que contiene el potenciador kappa 3’ humano (Judde, J. -G. y Max, E. E. (1992) Mol.
Cell. Biol. 12: 5206, incorporado en la presente memoria como referencia) se clonó en pGP1f de modo que el extremo
5’ esté proximal al sitio XhoI del vector. El plásmido resultante, p24Bf, se cortó con XhoI y el fragmento XhoI/SalI de
17,7 kb de pKcor se clonó en el mismo en la misma orientación que el fragmento potenciador. El plásmido resultante,
pKcorB, incluye sitios XhoI y SalI únicos en los extremos 5’ y 3’ del inserto, respectivamente.

(3 c) pKC1B

El inserto XhoI/SalI de pKcorB se clonó en el sitio SalI de p65.3f para generar el plásmido transgénico de minilocus
de cadena ligera pKC1B. Este plásmido incluye un solo segmento Vκ humano funcional, los 5 segmentos Jκ humanos,
el potenciador intrónico humano, Cκ humano y el potenciador kappa 3’ humano. El inserto de 25 kb completo puede
aislarse mediante digestión con NotI.

4. Co4

Los dos insertos NotI de los plásmidos pKV4 y pKC1B se mezclaron a una concentración de 2,5 µg/ml cada uno en
tampón de microinyección y se coinyectaron en los pronúcleos de embriones de ratón de medio día como se ha descrito
en los ejemplos anteriores. Los animales transgénicos resultantes contienen insertos transgénicos (denominados Co4,
producto de la recombinación mostrada en la Figura 45) en los que los dos fragmentos se cointegran. Las 3 kb 3’ del
inserto de pKV4 y las 3 kb 5’ del inserto de pKC1B son idénticas. Algunos de los acontecimientos de integración
representarán recombinaciones homólogas entre los dos fragmentos a lo largo de las 3 kb de secuencia compartida. El
locus Co4 dirigirá la expresión de un repertorio de cadenas ligeras de secuencia humana en un ratón transgénico.

Ejemplo 22

Este ejemplo demuestra la producción con éxito de un clon de hibridoma murino que secreta un anticuerpo mono-
clonal reactivo con un inmunógeno específico, en el que el anticuerpo monoclonal comprende una cadena de inmuno-
globulina humana codificada por un transgén de Ig humana.

Generación de Anticuerpos Monoclonales que Incorporan un Producto Transgénico de Cadena Pesada Humana

1. Inmunización de Ratones que Albergan Transgenes de Cadena Pesada Humana

Un ratón que contiene un transgén codificante de cadena pesada humana y homocigoto para la anulación (es
decir, interrupción funcional) del locus de cadena pesada endógeno (véase, el EJEMPLO 20 anterior) se inmunizó
con CEA humano purificado y posteriormente se recogieron las células de bazo después de un periodo de respuesta
inmune adecuado. Las células de bazo murinas se fusionaron con células de mieloma de ratón para generar hibridomas
usando técnicas convencionales (véase, Kohlerand y Milstein, Eur. J. Immunol., 6: 511-519 (1976); Harlow y Lane,
Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor, Nueva York (1988)). El ratón usado para la inmunización
contenía un transgén de minilocus de cadena pesada no reorganizada humana que comprendía un solo gen VH funcional
(VH251), segmentos D y J humanos, región constante µ humana y genes de la región constante γ1 humana. La línea
transgénica de la que procedía se denominó HC1-57 (anteriormente).

Cien µg de antígeno carcinoembrionario humano purificado (CEA) (Cyrstal Chem, Chicago, IL o Scripps Labs,
San Diego, CA) insolubilizados en alumbre se inyectaron en adyuvante completo de Freund el Día 0, seguido de
inyecciones semanales adicionales de CEA precipitado con alumbre en adyuvante incompleto de Freund los Días
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7, 14, 21 y 28. Se administraron 20 µg adicionales de CEA soluble por vía intravenosa el Día 83, seguidos de 50
µg de CEA precipitado con alumbre en adyuvante incompleto de Freund el Día 92. Se confirmaron respuestas de
cadena pesada humana contra CEA en muestras de suero antes de la fusión de esplenocitos con células de mieloma. El
animal se sacrificó el Día 95, se extirpó el bazo y se fusionó con células de mieloma de ratón P3X63-Ag8.653 (ATCC
CRL 1580, Colección Americana de Cultivos Tipo, Rockville, MD) usando polietilenglicol. Dos semanas después
se exploraron los sobrenadantes de pocillos de fusión para determinar la presencia de anticuerpos específicamente
reactivos con CEA, y que contenían epítopos de región constante µ o µ de cadena pesada humana mediante ELISA.
En resumen, se recubrió CEA humano purificado sobre placas de microtitulación de PVC a 2,5 µg/ml y se incubó con
sobrenadante de cultivo diluido 1:4 ó 1:5 en PBS, Tween-20 al 0,5%, suero de pollo al 5%. Las placas se lavaron,
seguido de adición de antisuero de cabra conjugado con peroxidasa de rábano picante específico para Fc de IgG
humana o antisuero de conejo específico para Fc5Mu de IgM humana (Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA).
Se determinó la presencia de conjugado unido a anticuerpo capturado después de un lavado adicional por adición de
sustrato ABTS. Se descubrió que dos pocillos de fusión independientes contenían anticuerpo con una unión sustancial
a CEA. Después de la clonación, se descubrió que ambos hibridomas eran positivos para la presencia de cadena µ
humana y cadena κ murina por ELISA. No se detectaron IgG o IgM de ratón usando ensayos similares.

La subclonación de los dos hibridomas parentales independientes dio como resultado dos clones denominados 92-
09A-4F7-A5-2 y 92-09A-1D7-1-7-1. Ambas líneas se depositaron en el Depósito de Cultivos de Patentes de la ATCC
de acuerdo con el Tratado de Budapest y se les asignó la Designación de la ATCC HB 11307 y HB 11308, respectiva-
mente. Se evaluaron sobrenadantes de cultivo de estas líneas celulares para determinar su especificidad por ensayo de
la reactividad contra varias proteínas diana purificadas usando ELISA. Como se muestra en la Figura 46, los ensayos
ELISA para determinar la reactividad de los anticuerpos monoclonales contra diversos antígenos demuestran que sólo
el CEA y el antígeno relacionado con CEA NCA-2 muestran una reactividad significativa, indicando el desarrollo de
una reactividad restringida para las regiones variables de las moléculas de inmunoglobulina heterohíbridas.

Ejemplo 23

Este ejemplo demuestra que un gen de VDJ humano reorganizado codificado por un transgén de minilocus de Ig
humana puede transcribirse como un transcrito que incluye un gen de región constante de Ig endógeno, por ejemplo,
mediante el mecanismo de cambio en trans, para codificar una cadena de Ig humana/de ratón quimérica.

Identificación de Transcritos con Cambio en Trans que Codifican Cadenas Pesadas Humanas-de Ratón Quiméricas

Se aisló ARN a partir de un ratón transgénico HCI línea 57 hiperinmunizado homocigoto para la deleción del
segmento J de la cadena pesada endógena (anteriormente). Se sintetizó ADNc de acuerdo con Taylor et al. (1993)
Nucleic Acids Res. 20: 6287, incorporado en la presente memoria como referencia, y se amplificó por PCR usando
los dos cebadores siguientes:

El oligonucleótido o-149 se especificó para el segmento génico variable codificado por HCI VH251, mientras que o-
249 hibrida con secuencias gamma tanto humanas como de ratón con el orden de especificidades siguiente:

γ1 de ratón = γ2b de ratón = γ3 de ratón > γ2a de ratón >> γ1 humana. Se determinaron las secuencias de ADN
de 10 clones seleccionados aleatoriamente generados a partir de los productos de PCR y se muestran en la Figura
47. Dos clones comprendían VDJ humana y γ1 de ratón; cuatro clones comprendían VDJ humana y γ2b de ratón; y
cuatro clones comprendían VDJ humana y γ3 de ratón. Estos resultados indican que en una fracción de las células B
transgénicas, la VDJ humana codificada por transgén se recombinaba en el locus de cadena pesada murina endógeno
por cambio de clase o una recombinación análoga.

Ejemplo 24

Este ejemplo describe un método para explorar una combinación de hibridomas para discriminar clones que co-
difiquen cadenas de Ig humana/de ratón quiméricas a partir de clones que codifiquen y expresen una cadena de Ig
humana. Por ejemplo, en una combinación de clones de hibridoma generada a partir de un ratón transgénico que com-
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prende un transgén de cadena pesada de Ig humana y homocigoto para un locus de cadena pesada endógeno de región
J interrumpida, pueden identificarse clones de hibridoma que codifiquen cadenas pesadas de región constante murina-
VDJ humana con cambio en trans y separarse de los clones de hibridoma que expresen cadenas pesadas de región
constante humana-VDJ humana.

Exploración de Hibridomas para Eliminar Cadenas de Ig Quiméricas

El proceso de exploración implica dos fases, que pueden realizarse individualmente u opcionalmente en combina-
ción: (1) una exploración basada en ELISA preliminar y (2) una caracterización molecular secundaria de hibridomas
candidato. Preferiblemente, se usa una exploración basada en ELISA preliminar para la identificación inicial de hibri-
domas candidato que expresen una región VDJ humana y una región constante humana.

Los hibridomas que muestran reactividad positiva con el antígeno (por ejemplo, el inmunógeno usado para generar
la respuesta de anticuerpo en el ratón transgénico) se ensayan usando un panel de anticuerpos monoclonales que
reaccionan específicamente con µ, γ, κ y X de ratón y µ, γ y κ humana. Sólo los hibridomas que son positivos para
cadenas ligera y pesada humanas, así como negativos para cadenas de ratón, se identifican como hibridomas candidato
que expresan cadenas de inmunoglobulina humana. Por lo tanto, se muestra que los hibridomas candidato tienen
reactividad con un antígeno específico y poseen epítopos característicos de una región constante humana.

Se aísla el ARN de hibridomas candidato y se usa para sintetizar ADNc de primera cadena. El ADNc de primera
cadena se liga después con un oligonucleótido monocatenario único de secuencia predeterminada (oligo-X) usando
ARN ligasa (que liga ADN monocatenario). El ADNc ligado se amplifica después en dos reacciones mediante PCR
usando dos conjuntos de cebadores oligonucleotídicos. El conjunto H (cadena pesada) incluye un oligonucleótido que
hibrida específicamente con µ humana o γ1 humana (dependiendo de los resultados del ELISA) y un oligonucleótido
que hibrida con la secuencia del oligo-X. Esto evita una predisposición en contra de la detección de segmentos V
particulares, incluyendo segmentos V de ratón, que puedan haberse reorganizado en trans en los minilocus humanos.
Un segundo conjunto de cebadores, el conjunto L (cadena ligera), incluye un oligonucleótido que hibrida específica-
mente con κ humana y un oligonucléotido que hibrida específicamente con oligo-X. Los productos de PCR se clonan
molecularmente y la secuencia de ADN de varios se determina para determinar si el hibridoma está produciendo un
anticuerpo humano único basándose en la comparación de secuencia con secuencias de Ig murinas y humanas.

Ejemplo 25

Este ejemplo demuestra la producción de un ratón transgénico que alberga un minilocus de cadena ligera humana
(κ)

Ratones transgénicos con minilocus κ humano

KC1

Un fragmento XhoI que contiene Jκ2-Kκ de 13 kb de un clon de fago (aislado a partir de una biblioteca de fago de
ADN genómico humano por hibridación con un oligonucleótido específico de κ, por ejemplo, anteriormente) se trató
con enzima Klenow y se clonó en el sitio HindIII tratado con Klenow de pGP1d para producir pK-31. Esto destruía los
sitios XhoI del inserto y situaba el sitio XhoI derivado del polienlazador único en el extremo 5’ próximo a Jκ2. Un sitio
ClaI derivado del polienlazador único se localiza entre este sitio XhoI y las secuencias del inserto, mientras que un
sitio SalI derivado del polienlazador único se localiza en el extremo 3’ del inserto. Un fragmento XhoI de 7,5 kb que
contiene Jκ1 y secuencias cadena arriba se aisló también a partir de un clon de fago de ADN genómico humano (aislado
a partir de una biblioteca de fago de ADN genómico humano por hibridación con un oligonucleótido específico de κ,
por ejemplo, anteriormente). Este fragmento XhoI de 7,5 kb se clonó en el sitio SalI de pSP72 (Promega, Madison,
Wisconsin), destruyendo de este modo ambos sitios XhoI y situando un sitio ClaI del polienlazador 3’ de Jκ1. La
digestión del clon resultante con ClaI liberaba un fragmento de 4,7 kb que contenía Jκ1 y 4,5 kb de secuencias cadena
arriba. Este fragmento de 4,7 kb se clonó en el sitio ClaI de pK-31 para generar pKcor. El sitio XhoI 5’ único restante
procede de secuencias del polienlazador. Un fragmento de ADN XhoI/SalI de 6,5 kb que contiene el segmento génico
de VκIII humano no reorganizado 65.8 (plásmido p65.8, EJEMPLO 21), se clonó en el sitio XhoI de pKcor para
generar el plásmido pKC1. El inserto NotI de pKC1 se microinyectó en embriones de ratón de 1/2 día para generar
ratones transgénicos. Se establecieron dos líneas transgénicas derivadas de pKC1 independientes y se usaron para
cruzar ratones que contenían minoloci de cadena tanto pesada como ligera. Se estimó por hibridación de transferencia
de Southern que estas líneas, KC1-673 y KC1-674, contenían integraciones de aproximadamente 1 y 10-20 copias de
los transgenes, respectivamente.

KC1e

El plásmido pMHE1 (EJEMPLOS 13 y 18) se digirió con BamHI y HindIII para escindir el inserto de 2,3 kb
que contienen los potenciadores intrónicos J-µ de cadena pesada tanto de ratón como humano. Este fragmento se
trató con Klenow, se ligó con enlazadores SalI (New England Biolabs, Beverly, Massachusetts), y se clonó en el sitio
SalI 3’ único de pKC1 para generar el plásmido pKC1e. El inserto NotI de pKC1e se microinyectó en embriones de
ratón de 1/2 día para generar ratones transgénicos. Se establecieron cuatro líneas transgénicas derivadas de pKC1e
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independientes y se usaron para cruzar ratones que contenían miniloci tanto de cadena ligera como pesada. Se estimó
por hibridación de transferencia de Southern que estas líneas, KC1e-1399, KC1e-1403, KC1e-1527 y KC1e-1536,
contenían integraciones de aproximadamente 20-50, 5-10, 1-5 y 3-5 copias del transgén, respectivamente.

pKC2

Un fragmento de ADN XhoI/SalI de 6,8 kb que contenía el segmento génico VκIII humano no reorganizado 65.5
(plásmido p65.5g1, EJEMPLO 21) se clonó en el sitio XhoI 5’ único de pKC1 para generar el plásmido pKC2.
Este transgén de minilocus contiene dos segmentos génicos VκIII funcionales diferentes. El inserto NotI de pKC2
se microinyectó en embriones de ratón de 1/2 día para generar ratones transgénicos. Se establecieron cinco líneas
transgénicas derivadas de pKC2 independientes y se usaron para cruzar ratones que contenían miniloci tanto de cadena
pesada como ligera. Se estimó por hibridación de transferencia de Southern que estas líneas, KC2-1573, KC2-1579,
KC2-1588, KC2-1608 y KC2-1610, contenían integraciones de aproximadamente 1-5, 10-50, 1-5, 50-100 y 5-20
copias del transgén, respectivamente.

Ejemplo 26

Este ejemplo muestra que ratones transgénicos que llevan el transgén κ humano pueden generar una respuesta de
anticuerpos inducida por antígeno de formación de anticuerpos que comprenden una cadena κ humana funcional.

Respuestas de Anticuerpos Asociadas con Cadena Ligera κ de Ig Humana

Un ratón transgénico que contiene los transgenes de cadena pesada humana HC1-57 y de κ humana KC1e se inmu-
nizó con CD4 soluble humano purificado (un antígeno glicoproteico humano). Veinte µg de CD4 humano purificado
(NEN Research products, Westwood, MA) insolubilizados por conjugación con partículas de látex de poliestireno
(Polysciences, Warrington, PA) se inyectaron por vía intraperitoneal en solución salina con bromuro de dimetildiocta-
decilamonio (Calbiochem, San Diego, CA) el Día 0, seguido de inyecciones adicionales el Día 20 y el Día 34.

Se realizaron extracciones de sangre retroorbitaria los Días 25 y 40 y se exploraron para determinar la presencia de
anticuerpos contra CD4 que contienen cadena pesada de IgM humana o IgG humana mediante ELISA. En resumen, se
recubrió CD4 humano purificado sobre placas de microtitulación de PVC a 2,5 µg/ml y se incubaron con sobrenadante
de cultivo diluido 1:4/1:5 en PBS, Tween-20 al 0,5%, suero de pollo al 5%. Las placas se lavaron, seguido de adición
de antisuero de cabra conjugado con peroxidasa de rábano picante específico para Fc de Ig humana o antisuero de co-
nejo específico para Fc5Mu de IgM humana (Jackson ImmunoResearch, Westr Grove, PA). Se determinó la presencia
de conjugado unido a anticuerpo capturado después de un lavado adicional por adición de sustrato ABTS. Se detectó
µ humana reactiva con antígeno en ambas extracciones de sangre, mientras que había una reactividad γ esencialmente
indetectable. La muestra de Día 40 también se ensayó para cadena κ humana reactiva con antígeno usando el mis-
mo ensayo con anticuerpo de cabra anti-κ humana conjugado con peroxidasa (Sigma, St. Louis, MO). Se detectó la
reactividad de κ de unión a CD4 en este punto temporal. Los resultados de ensayo se muestran en la Figura 48.

Ejemplo 27

Este ejemplo muestra la generación con éxito de ratones que son homocigotos para loci de cadena ligera y pesada
murinos funcionalmente interrumpidos (loci de cadena pesada y cadena κ) y que al mismo tiempo albergan un trans-
gén de cadena pesada humana y un transgén de cadena ligera humana capaz de reorganizarse productivamente para
codificar cadenas pesadas humanas funcionales y cadenas ligeras humanas funcionales. Dichos ratones se denominan
ratones “0011”, indicando mediante los dos 0 en los primeros dos dígitos que los ratones carecen de loci de cadena
ligera y pesada funcionales e indicando mediante los 1 en los segundos dos dígitos que los ratones son hemicigotos
para un transgén de cadena pesada humana y un transgén de cadena ligera humana. Este ejemplo muestra que dichos
ratones 0011 son capaces de generar una respuesta de anticuerpos específica contra un antígeno predeterminado y que
dicha respuesta de anticuerpos puede implicar un cambio de isotipo.

Ratones 0011/0012: Transgenes de Ig Humana + Knockout para Ig Endógena

Ratones que eran homocigotos para un locus de cadena pesada endógeno funcionalmente interrumpido que carecía
de una región JH funcional (denominados JHD++ o JH∆++) y que albergaban también el transgén HC1 humano, tal
como la línea de ratón transgénico HC1-26 descrita anteriormente, se cruzaron con ratones homocigotos para un locus
de cadena kappa endógena funcionalmente interrumpido que carecía de una región JH funcional (denominados en
la presente memoria JKD++ o JK∆++; véase el Ejemplo 9) para producir ratones homocigotos para loci de cadena
kappa y cadena pesada funcionalmente interrumpidos (knockout para cadena pesada/cadena kappa), denominados
JHD++/JKD++ y que contienen un transgén HCI. Dichos ratones se produjeron por cruce de diferentes líneas y
se seleccionaron basándose en el genotipo según se evaluó por transferencia de Southern de ADN genómico. Estos
ratones, denominados ratones HCI-26+/JKD++/JHD++, se cruzaron con ratones que albergaban un transgén de cadena
kappa humana (líneas KC2-1610, KC1e-1399 y KC1e-1527; véase el Ejemplo 25) y se usó análisis de transferencia
de Southern de ADN genómico para identificar ratones descendientes homocigotos para loci de cadena ligera y pesada
funcionalmente interrumpidos y también hemicigotos para el transgén HCl y el transgén KC2 o KC1e. Dichos ratones
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se designan mediante números y se identificaron en relación con su genotipo, con las abreviaturas siguientes: HCI-26+
indica hemicigoto para la integración del transgén de minilocus de cadena pesada humana de línea HCI-26; JHD++
indica homocigoto para la anulación de JH; JKD++ indica homocigoto para la anulación de JK; KC2-1610+ indica
hemicigoto para un transgén κ humano KC2 integrado como en la línea KC2-1610; KCIe-1527+ indica hemicigoto
para un transgén κ humano KC1e integrado como en la línea KC1e-1527; KC1e-1399+ indica hemicigoto para un
transgén κ humano KC1e integrado como en la línea KC1e-1399.

A cada descendencia individual resultante se le dio una designación numérica (por ejemplo, 6295, 6907, etc.) y
cada uno se evaluó para determinar la presencia de alelos knockout para JH, alelos knockout para Jκ, transgén HCI-26
y transgén κ (KC2 o KC1e), y se determinó que eran hemicigotos (+) u homocigotos (++) en cada locus. La Tabla 10
muestra la designación numérica, el sexo y los genotipos de varios de los ratones descendientes.

TABLA 10

Se extirparon bazos de tres ratones hembra de 6 semanas de edad. Se determinó por hibridación de transferencia
de Southern que el ratón Nº 7655 era hemicigoto para las integraciones de transgén HCI (línea 26) y KC2 (línea 1610)
y homocigoto para las deleciones dirigidas JH∆ y Jκ∆ de las regiones µ y κJ de ratón. Se determinó por hibridación
de transferencia de Southern que el ratón Nº 7656 era hemicigoto para la integración del transgén KC2 (línea 1610) y
homocigoto para las deleciones dirigidas JH∆ y JκA de las regiones µ y κJ de ratón. Se determinó por hibridación de
transferencia de Southern que el ratón Nº 7777 era hemicigoto para las deleciones dirigidas JH∆ y Jκ∆ de las regiones
µ y κJ de ratón. Debido a la naturaleza recesiva de estas deleciones, estos ratones deberían ser fenotípicamente de tipo
silvestre.

Expresión de Cadenas de Ig Endógenas en Ratones 0011

Se usó análisis de FACS usando un panel de anticuerpos reactivos con µ humana, µ de ratón, κ humana, κ de ratón
o X de ratón para separar linfocitos explantados de (1) un ratón de tipo silvestre (7777), (2) un ratón 0011 homocigoto
para alelos knockout para kappa y cadena pesada y que alberga un transgén de cadena ligera humana (7656) y (3) un
ratón 0011 homocigoto para alelos knockout para kappa y cadena ligera y que alberga un transgén de cadena ligera
humana y un transgén de cadena pesada humana (7655).

Se prepararon suspensiones de una sola célula a partir de bazo y se lisaron los eritrocitos con NH4Cl como se
describe por Mishell y Shiigi (Mishell, B. B. y Shiigi, S. M. (eds) Selected Methods in Cellular Immunology. W. H.
Freeman & Co., Nueva York, 1980).

Los linfocitos se tiñeron con los reactivos siguientes: yoduro de propidio (Molecular Probes, Eugene, OR), anti-
IgM humana conjugado con FITC (clon G20-127; Pharmingen, San Diego, CA), anti-IgM de ratón conjugado con
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FITC (clon R6-60.2; Pharmingen, San Diego, CA), anti-Igκ humana conjugado con ficoeritrina (clon HP6062; CalTag,
South San Francisco, CA), anti-Igλ de ratón conjugado con FITC (clon R26-46; Pharmingen, San Diego, CA), anti-
B220 de ratón conjugado con FITC (clon RA3-6B2; Pharmingen, San Diego, CA) y anti-B220 de ratón conjugada con
Cy-Chrome (clon RA3-6B2; Pharmingen, San Diego, CA). Se analizaron las células teñidas usando un citómetro de
flujo FACScan y el programa informático LYSIS II (Becton Dickinson, San José, CA). Se excluyeron macrófagos y
eritrocitos residuales por selección en dispersión hacia delante y lateral. Se excluyeron las células muertas eliminando
por selección las células positivas a yoduro de propidio. Los datos de citometría de flujo de las Figuras 49 y 50
confirman los datos de hibridación de transferencia de Southern y demuestran que el ratón Nº 7655 expresa tanto µ
humana como κ humana y relativamente poca, si expresa algo, µ de ratón o κ de ratón. No obstante, una fracción
significativa de las células B (aproximadamente el 70-80%) parece expresar receptores de Ig híbridos que consisten en
cadenas ligera X de ratón y pesada humana.

La Figura 49 muestra la distribución relativa de células B que expresan µ humana o µ de ratón en la superficie
celular; los linfocitos de ratón 0011 (7655) son positivos para µ humana pero carecen relativamente de µ de ratón; los
linfocitos de ratón 0001 (7656) no expresan mucha µ humana o µ de ratón; los linfocitos de ratón de tipo silvestre
(7777) expresan µ de ratón pero carecen de µ humana.

La Figura 50 muestra la distribución relativa de células B que expresan κ humana o κ de ratón en la superficie
celular; los linfocitos de ratón 0011 (7655) son positivos para κ humana pero carecen relativamente de κ de ratón; los
linfocitos de ratón 0001 (7656) no expresan mucha κ humana o κ de ratón; los linfocitos de ratón de tipo silvestre
(7777) expresan κ de ratón pero carecen de κ humana.

La Figura 51 muestra la distribución relativa de células B que expresan X de ratón en la superficie celular; los
linfocitos de ratón 0011 (7655) son positivos para X de ratón; los linfocitos de ratón 0001 (7656) no expresan X de
ratón significativa; los linfocitos de ratón de tipo silvestre (7777) expresan λ de ratón pero en un nivel relativamente
inferior que el ratón 0011 (7655).

La Figura 52 muestra la distribución relativa de células B positivas para X de ratón endógena en comparación
con κ humana (codificada por transgén). El panel superior izquierdo muestra los resultados de células de un ratón de
tipo silvestre que posee alelos de cadena ligera y pesada endógenos funcionales y carece de un transgén o transgenes
humanos; las células son positivas para lambda de ratón. El panel superior derecho muestra células de un ratón (Nº
5822) que tiene un fondo knockout para κ (JKD++) y que alberga la integración de transgén κ humano de la línea
KC1e-1399; las células son positivas para κ humana o X de ratón en cantidades aproximadamente proporcionales. El
panel inferior izquierdo muestra células de un ratón (Nº 7132) que tiene un fondo knockout para κ (JKD++) y que
alberga la integración del transgén κ humano de la línea KC2-1610; más células son positivas para X de ratón que para
κ humana, indicando posiblemente que la integración del transgén KC2-1610 es menos eficaz que la integración del
transgén KC1e-1399. El panel inferior derecho muestra células de un ratón que alberga un transgén de minilocus κ
humano (KCo4) y carece de un alelo κ murino endógeno funcional. Los datos presentados en la Figura 52 demuestran
también la variabilidad de la expresión fenotípica entre transgenes. Dicha variabilidad indica la conveniencia de se-
leccionar transgenes y/o líneas transgénicas individuales que expresen una o más características fenotípicas deseadas
como resultado del transgén integrado (por ejemplo, cambio de isotipo, alto nivel de expresión, bajo fondo de Ig mu-
rina). Generalmente, se emplean por separado una sola o múltiples especies de transgén (por ejemplo, pKC1e, pKC2,
KCo4) para formar múltiples líneas transgénicas individuales que difieren por: (1) el transgén, (2) el sitio o sitios de
integración del transgén y/o (3) el fondo genético. Se examinan líneas transgénicas individuales para determinar los
parámetros deseados, tales como: (1) capacidad para montar una respuesta inmune contra un antígeno predetermi-
nado, (2) frecuencia de cambio de isotipo dentro de las regiones constantes codificadas por transgén y/o frecuencia
de cambio en trans a genes de la región constante de Ig endógena (por ejemplo, murina), (3) nivel de expresión de
cadenas de inmunoglobulina codificadas por transgén y anticuerpos, (4) nivel de expresión de secuencias de inmuno-
globulina endógenas (por ejemplo, murinas) y (5) frecuencia de reorganización de VDJ y VJ productiva. Típicamente,
se seleccionan las líneas transgénicas que producen las mayores concentraciones de cadenas de inmunoglobulina co-
dificadas por transgén (por ejemplo, humanas); preferiblemente, las líneas seleccionadas producen aproximadamente
al menos 40 µg/ml de cadena pesada codificada por transgén (por ejemplo, µ humana o γ humana) en el suero del
animal transgénico y/o aproximadamente al menos 100 µg/ml de cadena ligera codificada por transgén (por ejemplo,
κ humana).

Se examinaron ratones para determinar su expresión de cadenas de inmunoglobulina humanas y murinas en su
suero no inmunizado y en su suero después de la inmunización con un antígeno específico, CD4 humano. La Figura
53 muestra la expresión relativa de cadenas µ humanas, γ humanas, µ murinas, γ murinas, κ humanas, κ murinas y
λ murinas presentes en el suero de cuatro ratones 0011 no inmunizados separados de diversos genotipos (nt = no
ensayados); la κ humana predomina como la cadena ligera más abundante y µ humana y γ murina (supuestamente
un producto de cambio en trans) son las cadenas pesadas más abundantes, con variabilidad entre líneas presente,
indicando la utilidad de una etapa de selección para identificar combinaciones genotípicas ventajosas que minimicen
la expresión de cadenas murinas al tiempo que permitan la expresión de cadenas humanas. Los ratones Nº 6907 y 7088
muestran cambio de isotipo (cambio en cis dentro del transgén) de µ humana a γ humana.

La Figura 54 muestra niveles de cadena de inmunoglobulina en suero para µ (huµ), µ humana (huγ), κ humana
(huκ), µ murina (msµ), γ murina (msγ), κ murina (msκ) y X murina (msλ) en ratones de los diversos genotipos 0011.
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Respuesta de Anticuerpos Específica en Ratones 0011

Un ratón 0011 (Nº 6295) se inmunizó con una dosis inmunogénica de CD4 humano de acuerdo con el programa de
inmunización siguiente: Día 0, inyección intraperitoneal de 100 µl de suero inmune de ratón CD4, Día 1, se inyectan
20 µg de CD4 humano (American Bio-Tech) sobre perlas de látex con DDA en 100 µl; Día 15 se inyectan 20 µg
de CD4 humano (American Bio-Tech) sobre perlas de látex con DDA en 100 µl; Día 29 se inyectan 20 µg de CD4
humano (American Bio-Tech) sobre perlas de látex con DDA en 100 µl; Día 43 se inyectan 20 µg de CD4 humano
(American Bio-Tech) sobre perlas de látex con DDA en 100 µl.

La Figura 55 muestra la respuesta de anticuerpos relativa a la inmunización con CD4 a las 3 semanas y 7 semanas,
demostrando la presencia de cadenas µ humanas, κ humanas y γ humanas en la respuesta anti-CD4. Las cadenas γ
humanas están presentes en una abundancia significativamente aumentada en el suero de semana 7, indicando que el
cambio en cis dentro del transgén de cadena pesada (cambio de isotipo) se está produciendo en una relación temporal
similar a la del cambio de isotipo en un animal de tipo silvestre.

La Figura 56 muestra una recopilación esquemática de diversos transgenes de cadena ligera y cadena pesada
humana.

Ejemplo 28

Este ejemplo proporciona la mutación knockout dirigida del locus de la cadena ligera X murina.

Inactivación Dirigida del locus de la Cadena Ligera Lambda Murina

A diferencia de los loci de la cadena ligera kappa y pesada de Ig, los segmentos génicos de VλJλ y Cλ murinos no
están agrupados en 3 familias organizadas en una serie 5’ a 3’, sino que en su lugar están intercalados. La porción más
5’ consiste en dos segmentos V (Vλ2 y VλX) que vienen seguidos, avanzando en una dirección 3’, por dos exones de
región constante, cada uno asociado con su propio segmento J (Jλ2Cλ2) y el pseudogén Jλ4Cλ4). A continuación está
el segmento V usado más ampliamente (Vλ1) que viene seguido por el segundo grupo de exones de región constante
(Jλ3Cλ3 y Jλ1Cλ1). En su conjunto, el locus abarca aproximadamente 200 kb con intervalos de 20-90 kb entre los
dos grupos.

La expresión del locus lambda implica la reorganización de Vλ2 o VλX predominantemente con Jλ2 y sólo rara
vez adicionalmente 3’ con Jλ3 o Jλ1. Vλ1 puede recombinarse tanto con Jλ3 como con Jλ1. Por lo tanto, el locus
lambda puede mutarse para eliminar totalmente la recombinación y la expresión del locus.

La distancia entre los dos grupos de genes lambda hace difícil inactivar la expresión del locus por la generación
de una sola deleción dirigida compacta, como se usó en la inactivación de los loci de cadena ligera kappa y pesada
de Ig murina. En su lugar, una pequeña deleción única que eliminaría la expresión de cadenas ligeras lambda abarca
aproximadamente 120 kb, prolongándose desde Jλ2Cλ2 a Jλ1Cλ1 (Figura 57). Esto elimina todos los exones de región
constante lambda así como el segmento génico Vλ1, asegurando la inactivación del locus.

Se construyen vectores de dirección tipo sustitución (Thomas y Capecchi (1987) en la obra citada) en los que los
120 kb delecionados se sustituyen por el gen marcador de selección, neo, en un casete de expresión PGK. El marcador
se incluye dentro de secuencias lambda genómicas que flanquean la deleción para proporcionar homología con el
locus lambda y también puede contener el gen tk de HSV en el extremo de una de las regiones de homología para
permitir el enriquecimiento en células que hayan integrado de forma homogénea los vectores. Se obtienen secuencias
de clones genómicos de locus lamba por exploración de una biblioteca de fago genómica de cepa 129/Sv isogénica
para la línea ES que se está sometiendo a mutación dirigida, puesto que se ha notificado que el uso de vectores
de dirección isogénicos para el ADN cromosómico que se está sometiendo a mutación dirigida aumenta la eficacia
de la recombinación homóloga. Se construyen vectores de dirección que difieren en sus longitudes de homología
con el locus lambda. El primer vector (vector 1 en la Figura 58) contiene el gen marcador flanqueado por un total
de aproximadamente 8-12 kb de secuencias de locus lambda. Para los acontecimientos de dirección en los que los
vectores de sustitución median la adición o deleción de unas pocas kb de ADN, se ha demostrado que esto es una
extensión de homología más que suficiente (Hasty et al. (1991) en la obra citada; Thomas et al. (1992) en la obra
citada). También se construyen vectores con aproximadamente 40-60 kb adicionales de secuencia lambda flanqueante
(vector 2 en la Figura 58). Rutinariamente se clonan miniloci de Ig humana de al menos 80 kb y se propagan en el
vector plasmídico pGP1 (Taylor et al. (1993) en la obra citada).

Una estrategia alternativa para la inactivación del locus lambda emplea dos mutaciones independientes, por ejem-
plo, mutaciones de los dos grupos de región constante o de los dos loci de región V, en la misma célula ES. Puesto
que cada una de las dos regiones constantes está contenida en -6 kb de ADN, mientras que uno de los loci V abar-
ca -19 kb, se construyen vectores de dirección para delecionar de forma independiente los loci Jλ2Cλ2/Jλ4Cλ4 y
Jλ3Cλ3/Jλ1Cλ1. Como se muestra en la Figura 58, cada vector consiste en un marcador de selección (por ejemplo,
neo o pac) en un casete de expresión PGK rodeado por un total de -8-12 kb del ADN genómico de locus lambda
que flanquea cada deleción. El gen tk de HSV puede añadirse a los vectores de dirección para enriquecer a favor de
acontecimientos de recombinación homólogos por selección positiva-negativa. Las células ES se someten a mutación
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dirigida de forma secuencial con los dos vectores, de modo que se generan clones que llevan una deleción de uno de
los loci de la región constante; estos clones se someten después a mutación dirigida de forma secuencial con los dos
vectores, de modo que se generarán clones que lleven una deleción de uno de los loci de región constante y después
estos clones se someten a mutación dirigida para generar una deleción del grupo de región constante funcional res-
tante. Puesto que ambos acontecimientos de dirección se están dirigiendo por lo tanto a la misma célula, es preferible
usar un marcador de selección diferente para las dos mutaciones dirigidas. En el ejemplo esquemático mostrado en la
Figura 58, uno de los vectores contiene el gen neo y el otro el gen pac (puromicina N-acetil transferasa). Un tercer
marcador de selección dominante potencial es el gen hyg (higromicina fosfotransferasa). Tanto el gen pac como el hyg
pueden insertarse en la construcción de expresión PGK usada con éxito para dirigir el gen neo a los loci de cadena
ligera kappa y pesada de Ig. Puesto que los dos grupos de región constante lambda están estrechamente relacionados,
es importante que las dos mutaciones residan en el mismo cromosoma. Existe preferiblemente una probabilidad del
50% de mutar el mismo alelo por dos acontecimientos de mutación dirigida independientes y la unión de las mutacio-
nes se establece por su co-segregación durante la reproducción de quimeras derivadas de las células ES doblemente
sometidas a mutación dirigida.

Ejemplo 29

Este ejemplo proporciona la mutación knockout dirigida del locus de cadena pesada murina.

Inactivación Dirigida del Locus de la Cadena Pesada Murina

Un transgén de dirección de gen de recombinación homóloga que tiene la estructura mostrada en la Figura 59 se
usa para delecionar al menos uno y preferiblemente sustancialmente todos los genes de región constante de locus de
cadena pesada murina por mutación dirigida de genes en células ES. La Figura 59 muestra un diagrama esquemático
general de un transgén de dirección. El segmento (a) es una secuencia de ADN genómico clonada localizada cadena
arriba del gen o genes de la región constante que se va a delecionar (es decir, proximal a los genes JH); el segmento (b)
comprende un marcador de selección positiva, tal como pgk-neo; el segmento (c) es una secuencia de ADN genómico
clonada localizada cadena abajo del gen o genes de la región constante que se va a delecionar (es decir, distal al gen o
genes de la región constante y genes JH); y el segmento (d), que es opcional, comprende un gen marcador de selección
negativa (por ejemplo, tk de HSV). La Figura 60 muestra un mapa del locus de la cadena pesada murina según se tomó
de Immunoglobulin Genes, Honjo, T, Alt, FW, y Rabbits TH (eds.) Academic Press, NY (1989) pág. 129.

Un transgén de dirección que tiene una estructura de acuerdo con la Figura 59, en la que: (1) el segmento (a) es el
inserto de 11,5 kb del clon JH8.1 (Chen et al. (1993) Int. Immunol. 5: 647) o una porción equivalente que comprende
aproximadamente al menos 1-4 kb de secuencia localizada cadena arriba del gen Cµ murino, (2) el segmento (b) es
pgk-neo como se ha descrito anteriormente, (3) el segmento (c) comprende la secuencia de 1674 pb mostrada en la
Figura 61 o un inserto de 4-6 kb aislado de un clon de fago del gen Cα de ratón aislado por exploración de una
biblioteca de clon genómico de ratón con el oligonucleótido de extremo marcado que tiene la secuencia: 5’-gtg ttg cgt
gta tca gct gaa acc tgg aaa cag ggt gac cag-3’ y (4) el segmento (d) comprende el casete de expresión de tk de HSV
descrito anteriormente.

Como alternativa, se realiza una deleción por etapas de uno o más genes de región constante de cadena pesada en
la que un primer transgén de dirección comprende regiones de homología, es decir, segmentos (a) y (c) homólogos
a secuencias que flanquean un gen o genes de región constante, una primera especie de gen marcador de selección
positiva (pgk-neo) y un marcador de selección negativo de tk de HSV. Por lo tanto, el segmento (a) puede comprender
una secuencia de al menos aproximadamente 1-4 kb y homóloga a una región localizada cadena arriba de Cγ3 y
el segmento (c) puede comprender una secuencia de al menos aproximadamente 1-4 kb y homóloga a una región
localizada cadena arriba de Cγ2a. Este transgén de dirección deleciona los genes Cγ3, Cγ1, Cγ2b, y Cγ2a. Este primer
transgén de dirección se introduce en células ES y se seleccionan recombinantes correctamente sometidos a mutación
dirigida (por ejemplo, con G418) que producen una deleción de región C correctamente dirigida. La selección negativa
por pérdida del casete de tk de HSV se realiza después (por ejemplo, con ganciclovir o FIAU). Los recombinantes de
primera ronda de deleción C correctamente dirigida resultantes tienen un locus de cadena pesada que carece de los
genes y Cγ3, Cγ1, Cγ2b, y Cγ2a.

Un segundo transgén de dirección comprende regiones de homología (es decir, segmentos (a) y (c) homólogos a
secuencias que flanquean un gen o genes de la región constante, una segunda especie de gen marcador de selección
positivo diferente que la primera especie (por ejemplo, gpt o pac) y un marcador de selección negativo de tk de HSV.
Por lo tanto, el segmento (a) puede comprender una secuencia de al menos aproximadamente 1-4 kb y homóloga a una
región localizada cadena arriba de Cε y el segmento (c) puede comprende una secuencia de al menos aproximadamente
1-4 kb y homóloga a una región localizada cadena arriba de Cα. Este transgén de dirección deleciona los genes de Cε
y Cα.

Este segundo transgén de dirección se introduce en las células ES recombinantes de región C correctamente so-
metidas a mutación dirigida obtenidas del primer acontecimiento de dirección. Las células que están correctamente
sometidas a mutación dirigida para el segundo acontecimiento de anulación (knockout) (es decir, por recombinación
homóloga con el segundo transgén de dirección) se seleccionan con un fármaco de selección que es específico para la
segunda especie del gen marcador de selección positiva (por ejemplo, ácido micofenólico para seleccionar para gpt;
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puromicina para seleccionar para pac). Después se realiza selección negativa para la pérdida del casete de tk de HSV
(por ejemplo, con ganciclovir o FIAU). Estos recombinantes de segunda ronda de región C correctamente sometidos
a mutación dirigida resultantes tienen un locus de cadena pesada que carece de los genes Cγ3, Cγ1, Cγ2b, Cγ2a, Cε
y Cα.

Se usan células ES recombinantes de primera ronda o segunda ronda correctamente sometidas a mutación dirigida
que carecen de uno o más genes de la región C para inyecciones de blastocistos como se ha descrito (anteriormente) y
se producen ratones quiméricos. Se establece la transmisión de línea germinal de los alelos de cadena pesada sometidos
a mutación dirigida y se realiza el cruce de los ratones fundadores resultantes para generar ratones homocigotos
knockout para la región C. Dichos ratones knockout para la región C tienen varias ventajas en comparación con los
ratones knockout para JH; por ejemplo, los ratones knockout para la región C tienen una capacidad disminuida (o
carecen completamente de la capacidad) de experimentar cambio en trans entre un transgén de cadena pesada humana
y una región constante de locus de cadena pesada endógena, reduciendo de este modo la frecuencia de cadenas pesadas
humana/de ratón quiméricas en el ratón transgénico. Se prefiere el knockout de los genes gamma murinos, aunque
también delecionan frecuentemente µ y delta por dirección homóloga. El knockout para la región C puede realizarse
junto con otras lesiones dirigidas en el locus de cadena pesada murina endógeno; una deleción de región C puede
combinarse con un knockout de JH para impedir la reorganización VDJ productiva del locus de cadena pesada murina
y para impedir o reducir el cambio en trans entre un transgén de cadena pesada humana y el locus de cadena pesada
murina, entre otros. Para algunas realizaciones, puede ser deseable producir ratones que carezcan específicamente de
uno o más genes de región C del locus de cadena pesada endógena pero que conserven otros genes determinados de
región C; por ejemplo, puede ser preferible conservar el gen Cαmurino para permitir la producción de IgA humana/de
ratón quimérica por cambio en trans, si dicha IgA confiere un fenotipo ventajoso y no interfiere sustancialmente con
la utilidad deseada del ratón.

Ejemplo 30

Este ejemplo demuestra la reducción ex vivo del número de linfocitos que expresan una inmunoglobulina endógena
(murina) a partir de una muestra de linfocitos obtenida de un ratón transgénico que alberga un transgén humano. Los
linfocitos que expresan Ig murina se reducen selectivamente por unión específica a un anticuerpo anti-inmunoglobulina
murina que carece de una unión sustancial a inmunoglobulinas humanas codificadas por el transgén o transgenes.

Reducción Ex Vivo del Número de Células B que Expresan Ig Murina

Un ratón homocigoto para un transgén de minilocus de cadena pesada humana (HC2) y un transgén de minilocus
de cadena ligera humana (KCo4) se cruza con un ratón endogámico C57BL/6 (B6) para obtener ratones 2211 (es decir,
ratones que: son homocigotos para un locus de cadena pesada murina endógeno funcional, son homocigotos para un
locus de cadena ligera murina endógeno funcional y que poseen una copia de un transgén de cadena pesada humana y
una copia de un transgén de cadena ligera humana). Dichos ratones 2211 también expresan antígenos mayores y meno-
res de histocompatibilidad B6. Estos ratones se sensibilizan con una dosis inmunogénica de un antígeno y después de
aproximadamente una semana se aíslan las células de bazo. Se extirpan las células B positivas para Ig murina median-
te separación de células dependiente de anticuerpos acoplados a fase sólida de acuerdo con métodos convencionales
(Wysocki et al. (1978) Proc. Natl. Acad. Sci. (U.S.A.) 75: 2844; MACS magnetic cell sorting, Miltenyi Biotec Inc.,
Sunnyvale, CA), seguido de lisis celular mediada por el complemento dependiente de anticuerpos (Selected Methods
in Cellular Immunology, Mishell BB y Shiigi SM (eds.), W. H. Freeman and Company, Nueva York, 1980, págs. 211-
212) para eliminar sustancialmente las células residuales positivas para Ig murina. Las células restantes en la mues-
tra reducida (por ejemplo, células T, células B positivas para Ig humana) se inyectan i.v., preferiblemente junto con
anticuerpo anti-Ig murina adicional para reducir las células B que surgen en un ratón SCID/B6 o RAG/B6. El ratón
reconstituido se inmuniza después adicionalmente para el antígeno para obtener anticuerpo y células maduradas por
afinidad para producir clones de hibridoma.

Ejemplo 31

Producción de Anticuerpos Totalmente Humanos en Quimeras Somáticas

Se describe un método para producir anticuerpos totalmente humanos en ratones quiméricos somáticos. Estos ra-
tones se generan por introducción de células madre embrionarias (ES) que llevan transgenes de cadena ligera y pesada
de inmunoglobulina (Ig) humana y que carecen de genes de cadena ligera kappa y pesada de Ig murina funcionales en
blastocistos de ratones deficientes en RAG-1 o RAG-2.

Los ratones deficientes en RAG-1 y RAG-2 (Mombaerts et al. (1992) Cell 68: 869; Shinkai et al. (1992) Cell 68:
855) carecen de células B y T murinas debido a una incapacidad para iniciar la reorganización de VDJ y ensamblar
los segmentos génicos que codifican Ig y receptores de células T (TCR). Este efecto en la producción de células B y T
puede complementarse por inyección de células ES de tipo silvestre en blastocistos derivados de animales deficientes
en RAG-2. Los ratones quiméricos resultantes producen células B y T maduras derivadas en su totalidad de las células
ES inyectadas (Chen et al. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 4528).
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La manipulación genética de las células ES inyectadas se usa para introducir mutaciones definidas y/o construc-
ciones de ADN exógeno en todas las células B y/o T de las quimeras. Chen et al. (1993), Proc. Natl. Acad. Sci. USA
90: 4528-4532, generaron células ES que llevaban una inactivación homocigota del locus de cadena pesada de Ig que,
cuando se inyectaba en blastocistos de RAG, producía quimeras que generaban células T en ausencia de células B. La
transfección de una cadena pesada murina reorganizada en las células ES mutantes da como resultado el rescate del
desarrollo de células B y la producción de células tanto B como T en las quimeras.

Pueden generarse ratones quiméricos que expresan anticuerpos totalmente humanos en ausencia de síntesis de
cadena ligera kappa o cadena pesada de Ig murina. Se introducen construcciones de cadena ligera y pesada de Ig
humana en células ES homocigotas para la inactivación de los genes de cadena tanto ligera kappa como pesada de Ig
murina. Las células ES se inyectan después en blastocistos derivados de ratones deficientes en RAG2. Las quimeras
resultantes contienen células B derivadas exclusivamente de las células ES inyectadas que son incapaces de expresar
genes de cadena ligera kappa y pesada de Ig murina pero que expresan genes de Ig humana.

Generación de células ES Homocigotas para la Inactivación de los Genes de Cadena Ligera Kappa y Pesada de
Inmunoglobulina

Se generaron ratones que llevaban loci de cadena ligera kappa y pesada de Ig inactivados por deleción dirigida, en
células ES, de las secuencias JH y JK/CK de Ig, respectivamente, de acuerdo con procedimientos conocidos (Chen et al.
(1993) EMBO J. 12: 821; y Chen et al. (1993) Int. Immunol, en la obra citada). Las dos cepas mutantes de ratones se
cruzaron entre sí para generar una cepa homocigota para la inactivación de ambos loci de Ig. Esta cepa doble mutante
se usó para la obtención de células ES. El protocolo usado era esencialmente el descrito por Robertson (1987, en
Teratocarcinomas and Embryonic Stem Cells: A Practical Approach, pág. 71-112, editado por E. J. Robertson, IRL
Press). En resumen, se generaron blastocistos por emparejamientos naturales de ratones dobles mutantes homocigotos.
Hembras gestantes se sometieron a ovariectomía en día 2,5 de la gestación y los blastocistos “retrasados” se extrajeron
por lavado abundante del útero el día 7 de gestación y se cultivaron sobre células alimentadoras para ayudar a mantener
su estado indiferenciado. Se escogieron células madre de la masa celular interna de los blastocistos, identificables por
su morfología, se disociaron y se pasaron sobre células alimentadoras. Se identificaron células con un cariotipo normal
y se ensayarán líneas celulares masculinas por su capacidad para generar quimeras y contribuir a las células germinales
del ratón. Son preferibles células ES masculinas respecto a líneas femeninas puesto que una quimera masculina puede
producir significativamente más descendencia.

Introducción de Genes de Ig Humana en Células ES Deficientes en Cadena Ligera Kappa y Pesada de Ig de Ratón

Se introdujeron genes de cadena ligera y pesada de inmunoglobulina humana en las células ES mutantes como
construcciones de minilocus, tales como HC2 y KC-C04 o como clones YAC, tales como J1.3P. La transfección de
células ES con ADN de Ig humana se lleva a cabo por técnicas tales como electroporación o lipofección con un lípido
catiónico. Para permitir la selección de células ES que han incorporado el ADN humano, se liga un marcador de
selección con las construcciones o se introduce por cotransfección con las construcciones en células ES. Puesto que
las células ES mutantes contienen el gen de neomicina fosfotransferasa (neo) como resultado de los acontecimientos
de dirección génica que generaban las inactivaciones de genes de Ig, se usan diferentes marcadores de selección,
tales como higromicina fosfotransferasa (hyg) o puromicina N-acetil transferasa (pac) para introducir los genes de Ig
humana en las células ES.

Los genes de cadena ligera y pesada de Ig humana pueden introducirse simultáneamente o de forma secuencial
usando diferentes marcadores de selección en las células ES mutantes. Después de la transfección, se seleccionan
células con el marcador de selección apropiado y se expanden colonias resistentes a fármacos para su congelación y
para el análisis de ADN para verificar y analizar la integración de las secuencias génicas humanas.

Generación de Quimeras

Se inyectan clones ES que contienen genes de cadena ligera y pesada de Ig humana en blastocistos de RAG-2
como se describe (Bradley, A. (1987), en Teratocarcinomas and Embryonic Stem Cells: A Practical Approach, pág.
113-151, editado por E. J. Robertson, IRL Press) y se transfieren a los úteros de hembras seudogestantes. Se explora la
descendencia para determinar la presencia de anticuerpos humanos por ensayo ELISA de muestras de suero. Se usan
los animales positivos para la inmunización y la producción de anticuerpos monoclonales humanos.

Ejemplo 32

Este ejemplo describe la introducción, por recombinación homóloga en células ES, de una mutación de desplaza-
miento de fase de lectura dirigida en el locus de cadena pesada murina que conduce a una deleción de células B que
experimentan recombinación de cambio. Los ratones con cambio de fase de lectura son hospedadores adecuados para
albergar transgenes no murinos (por ejemplo, humanos) que codifiquen inmunoglobulinas de secuencia humana.

Los nuevos ratones con cambio fase de lectura pueden usarse para expresar inmunoglobulinas de secuencia no
murina (por ejemplo, humana) codificadas por uno o más transgenes de cadena pesada y/o uno o más transgenes
de cadena ligera y para el aislamiento de hibridomas que expresen anticuerpos de secuencia humana madurados por
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afinidad con cambio de clase a partir de transgenes introducidos, entre otros usos. Un desplazamiento de fase de
lectura se introduce en uno de los cuatro segmentos génicos JH de ratón y en el primer exón del gen µ de ratón. Las
dos mutaciones de desplazamiento de fase de lectura introducidas se compensan entre sí permitiendo de este modo la
expresión de cadena pesada µ murina totalmente funcional cuando una célula B usa el JH con desplazamiento de fase
de lectura para una unión VDJ funcional. No puede usarse ninguno de los otros tres segmentos JH para una unión VDJ
funcional debido al desplazamiento de fase de lectura en µ, que no está compensado en los genes JH restantes. Como
alternativa, pueden generarse por ingeniería genética desplazamientos de fase de lectura compensatorios en múltiples
genes JH murinos.

Un homocigoto de ratón para un alelo de cadena pesada de inmunoglobulina con desplazamiento de fase de lec-
tura compensado tiene un nivel aproximadamente fisiológico de células B periféricas y un nivel aproximadamente
fisiológico de IgM en suero que comprende tanto µ murina como humana. Sin embargo, las células B reclutadas en
centros germinales frecuentemente experimentan un cambio de clase a un isotipo no µ. Dicho cambio de clase en
células B que expresan la cadena µmurina endógena conduce a la expresión de un ARNm con desplazamiento de fase
de lectura no compensado, puesto que los genes CH no µ restantes no poseen un desplazamiento de fase de lectura
compensatorio. Las células B resultantes no expresan un receptor de células B y se delecionan. Por lo tanto, las células
B que expresan una cadena pesada murina se delecionan una vez que alcanzan la fase de diferenciación en la que se
produce el cambio de isotipo. Sin embargo, las células B que expresan cadenas pesadas codificadas con un transgén no
murino (por ejemplo, humano) capaces de experimentar cambio de isotipo y que no contienen dichos desplazamientos
de cambio de lectura restrictivos por isotipo son capaces de un desarrollo adicional, incluyendo el cambio de isotipo
y/o la maduración por afinidad y similares.

Por lo tanto, el ratón con desplazamiento de fase de lectura tiene una respuesta secundaria alterada con respecto a
la cadena pesada murina (µ), pero una respuesta secundaria significativa con respecto a cadenas pesadas codificadas
por transgén. Si un transgén de cadena pesada que es capaz de experimentar un cambio de clase se introduce en este
fondo mutante, la respuesta secundaria no IgM está dominada por células B de expresión de transgén. Por lo tanto,
es posible aislar hibridomas de expresión de inmunoglobulina de secuencia humana madurados por afinidad a partir
de estos ratones con desplazamiento de la fase de lectura. Además, los ratones con desplazamiento de la fase de
lectura poseen generalmente niveles inmunoprotectores de IgM murina que pueden ser ventajosos cuando el transgén
de cadena pesada humana puede codificar sólo un repertorio limitado de regiones variables.

Para generar hibridomas que secreten anticuerpos monoclonales de secuencia humana, se inmunizan ratones trans-
génicos mutantes; sus bazos se fusionan con una línea celular de mieloma; y los hibridomas resultantes se exploran
para determinar la expresión del isotipo no µ humano codificado por transgén. Además, el ratón con desplazamiento de
fase de lectura puede ser ventajoso sobre un ratón con JH delecionada porque contendrá una secuencia de cambio de µ
funcional adyacente a un VDJ transcrito que sirve como sustrato activo para el cambio en cis (Gu et al. (1993) Cell 73:
1155); reduciendo de este modo el nivel de células B con cambio en trans que expresan anticuerpos de ratón/humanos
quiméricos.

Construcción de Vectores con Desplazamiento de Fase de Lectura

Se construyen dos vectores con desplazamiento de fase de lectura separados. Uno de los vectores se usa para
introducir 2 nucleótidos en el extremo 3’ del segmento génico J4 de ratón y uno de los vectores se usa para delecionar
los mismos dos nucleótidos del extremo 5’ del exón 1 del gen µ de ratón.

1. Vector JH

Un fragmento XhoI/EcoRI de 3,4 kb que abarca la región J de cadena pesada de ratón y el potenciador intrónico de
µ se subclonan en un vector plasmídico que contiene un gen de resistencia a neomicina así como un gen de timidina
quinasa de herpes bajo el control de un promotor del fosfoglicerato quinasa (casete tk/neo; Hasty et al., (1991) Nature
350: 243). Después, este clon se usa como sustrato para generar 2 fragmentos de PCR diferentes usando los cebadores
oligonucleotídicos siguientes:

Los oligonucleótidos o-A1 y o-A2 se usan para amplificar un fragmento de 1,2 kb que se digiere con SphI y KpnI.
Los oligonucleótidos o-A3 y o-A4 se usan para amplificar un fragmento de 0,6 kb que se digiere con KpnI y XbaI.
Estos dos fragmentos diferidos se clonan después en el plásmido A digerido con SphI/XbaI para producir el plásmido
B.
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El plásmido B contiene la inserción de 2 nucleótidos en el extremo de J4 y, además, contiene un nuevo sitio kpnl
cadena arriba de la inserción. El sitio KpnI se usa como marcador de diagnóstico para la inserción.

Pueden clonarse secuencias flanqueantes adicionales en el sitio XhoI 5’ y el sitio EcoRI 3’ del plásmido B para
aumentar su eficacia de recombinación homóloga. El plásmido resultante se digiere después con SphI u otra enzima
de restricción con uno solo sitio dentro del inserto, y se introduce por electroporación en células madre embrionarias
que después se seleccionan con G418 como se describe por Hasty et al. (1991) en la obra citada. Se identifican
recombinantes homólogos mediante hibridación por transferencia de Southern y después se seleccionan con FIAU
como se describe por Hasty et al. para obtener subclones delecionados que contienen sólo la inserción de 2 pares de
bases y el nuevo sitio KpnI en JH4. Éstos se identifican mediante hibridación de transferencia de Southern de ADN
digerido con KpnI y se confirman por análisis de secuencia de ADN de JH4 amplificada por PCR.

El ratón resultante contiene un segmento JH4 que se ha convertido a partir de la secuencia no mutada:

en la secuencia mutante:

Vector de Exón 1 de µ

Usando una metodología de mutagénesis in vitro similar a la descrita anteriormente para generar por ingeniería
genética un inserción de dos pares de bases en el segmento génico JH4, se ensamblan productos de PCR y subclones
genómicos para generar un vector que contiene una deleción de dos pares de bases en el extremo 5’ del primer exón
de µ. Además, para marcar la mutación también se introduce un nuevo sitio Xmnl cadena abajo por cambio de una A
a una G.

La secuencia del gen µ no mutado es:

La secuencia del gen µ mutado es:

El vector de recombinación homóloga que contiene la secuencia mutante se linealiza y se introduce por electro-
poración en una línea celular ES que contiene la inserción JH4. Se identifican recombinantes homólogos a partir de
clones resistentes a neomicina. Los recombinantes homólogos que contienen la inserción de desplazamiento de fase
de lectura en el mismo cromosoma que la inserción JH4 se identifican por hibridación de transferencia de Southern de
ADN digerido con KpnI/BamHI. La inserción JH4 se asocia con un nuevo sitio KpnI que reduce el tamaño del intrón
J-µ que contiene el fragmento KpnI/BamHI del tipo silvestre de 11,3 kb a un mutante de 9 kb. Los clones resultantes
se seleccionan después para la deleción del casete tk/neo insertado usando FIAU. Los clones que contienen el exón
de µ mutante se identifican por hibridación de transferencia de Southern de ADN digerido con XmnI. La mutación se
confirma por análisis de secuencia de ADN del ADN de exón1 de µ amplificado.
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Generación de Ratones con Desplazamiento de Fase de Lectura

La línea celular ES que contiene tanto la inserción de dos pares de bases en JH4 como la deleción de dos pares de
bases en el exón 1 de µ se introduce después en embriones en fase blastocística que se insertan en hembras pseudo-
gestantes para generar quimeras. Los animales quiméricos se cruzan para obtener transmisión de línea germinal y los
animales resultantes se cruzan hasta la homocigosidad para obtener animales mutantes homocigotos para loci de cade-
na pesada con desplazamiento de fase de lectura compensado y que tienen respuestas inmunes humorales secundarias
alteradas en células B que expresan cadenas pesadas murinas.

Un transgén de cadena pesada humana tal como por ejemplo pHC1 o PHC2 y similares puede reproducirse en el
fondo de desplazamiento de fase de lectura de cadena pesada murino por cruce de ratones que albergan dicho transgén
humano en ratones que tienen el locus de IgH murina con desplazamiento de fase lectura. Por cruzamiento y retrocru-
zamiento, se producen ratones homocigotos en el locus de IgH murina para alelos de IgH murina con desplazamiento
de fase de lectura compensado y µ (es decir, capaces de compensar la expresión en fase de lectura solamente de cade-
nas µ murinas y no de cadenas no µ murinas) y que albergan al menos una copia integrada de un transgén de cadena
pesada humana funcional (por ejemplo pHC1 o pHC2). Dichos ratones pueden contener opcionalmente loci knockout
de κ y/o λ murina endógena, como se ha descrito anteriormente, y pueden opcionalmente comprender un transgén de
cadena ligera no murina humana o de otro tipo (por ejemplo, pKC1e, pKC2 y similares).

Como alternativa, el transgén o transgenes humanos (pesado y/o ligero) pueden comprender desplazamiento de
fase de lectura compensatorios de modo que el gen o genes del transgén J contengan un desplazamiento de fase de
lectura que esté compensado por un desplazamiento de fase de lectura en el gen o genes de la región constante del
transgén. El cambio en trans a los genes de región constante endógenos no está compensado y produce un producto
truncado o sin sentido; las células B que expresan dichas inmunoglobulinas con cambio en trans no compensadas se
seleccionan en contra y se reducen.

Ejemplo 33

Inactivación de Cadena Pesada Endógena por Eliminación de la Región D

Este ejemplo describe un vector de recombinación homóloga de selección positiva y negativa para sustituir la
región D de cadena pesada de inmunoglobulina de línea germinal de ratón con un segmento VDJ reorganizado no
funcional. El alelo resultante funciona dentro de una célula B como alelo no productivo normal, experimentando el
alelo cambio de clase de cadena pesada intra-alélico, reduciendo de este modo el nivel de cambio en trans a un locus
de transgén activo.

Construcción de Dirección de Región D

Un fragmento de ADN de 8-15 kb localizado cadena arriba de la región D murina se aísla y se subclona a partir
de una biblioteca de fago de cepa 129 de ratón usando una sonda oligonucleotídica que comprende aproximadamente
50 nucleótidos consecutivos de la secuencia publicada para el segmento DFL16.1 enumerado en GenBank. DFL16.1
es el segmento D cadena arriba (es decir, proximal al grupo de genes de región V y distal al grupo de genes de región
constante).

De forma similar, se aísla un fragmento BamHI de 9,5 kb que contiene JH3, JH4, Eµ, Sµ y los dos primeros exones
codificantes de la región constante µ y se subclonan a partir de una biblioteca de fago genómica de cepa 129 de ratón.

Después se aísla un VDJ reorganizado de 5-10 kb a partir de un hibridoma de ratón (cualquier cepa) y se inserta un
enlazador sintético que contiene un codón de terminación en el segmento J. El enlazador de terminación dentro de J es
preferible respecto a una unión VDJ fuera de fase de lectura debido a la posibilidad de reorganizaciones de sustitución
de V.

Estos tres fragmentos se ensamblan entre sí con un casete de selección positiva pGKneo y un casete de selección
negativa PGKHSVtk para formar un vector de selección positiva-negativa para eliminar la región D de ratón en células
ES derivadas de 129 (por ejemplo, AB1) por recombinación homóloga. El vector de dirección se forma por ligación
del fragmento de ADN de 8-15 kb con el casete de selección positiva (por ejemplo, PGKneo), que está de por sí ligado
al VDJ reorganizado de 5-10 kb reorganizado, que está de por sí ligado al fragmento BamHI de 9,5 kb; el casete de
selección negativa (por ejemplo, PGKHSVtk) se liga después a cualquier extremo de la construcción de dirección. La
construcción de dicho vector de dirección de región D se muestra esquemáticamente en la Figura 63.

La construcción de dirección de región D se transfiere a células ES AB1, se realiza selección positiva y negativa
como se ha descrito anteriormente y se clonan células ES correctamente sometidas a mutación dirigida. Los clones de
células ES correctamente sometidos a mutación dirigida se usan para inyecciones de blastocitos y se producen ratones
quiméricos. Los ratones quiméricos se cruzan para producir ratones fundadores que albergan un alelo de cadena pesada
de región D inactivada. El cruce de distintas cepas de descendencia se realiza para producir homocigotos que carezcan
de un locus de cadena pesada endógeno funcional. Dichos homocigotos se usan para cruzar ratones que albergan
transgenes de Ig humana (por ejemplo, pHC1, pHC2, pKC2, pKC1e, KCo4) para dar (por retrocruzamiento adicional
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con los homocigotos que carecen de una región D funcional) ratones que carecen de un locus de cadena pesada
endógeno funcional y que albergan un transgén de cadena pesada humana (y preferiblemente también un transgén de
cadena ligera humana). En realizaciones en las que continuarán existiendo algunos loci de cadena ligera endógena
funcionales (por ejemplo, loci λ), generalmente se prefiere que los transgenes contengan secuencias de control de la
transcripción que dirijan una expresión de alto nivel de polipéptidos de cadena ligera humana (por ejemplo, κ) y, por
lo tanto, permitan que el locus de transgén compita eficazmente con los loci de cadena ligera endógena restantes (por
ejemplo, X). Por ejemplo, generalmente se prefiere el transgén de la cadena ligera kappa Co4 en comparación con
pKC1 con respecto a la capacidad para competir eficazmente con los loci X endógenos en el animal transgénico.

Ejemplo 34

Este ejemplo describe la expansión del repertorio de genes V del transgén de cadena ligera humana por co-inyec-
ción de un minilocus de cadena ligera κ humana y un cromosoma artificial de levadura que comprende una porción
del locus VK humano.

Introducción de Segmentos V de Cadena Ligera Humana Funcionales por Co- inyección de ADN de YAC que Contiene
VK y un Minilocus κ

Se obtuvo un clon de YAC de aproximadamente 450 kb que contenía parte del locus Vκ humano como un ADN
de YAC no amplificado del clon 4x17E1 de la biblioteca de YAC ICRF disponible públicamente (Larin et al. (1991)
Proc. Natl. Acad. Sci. (U.S.A.) 88: 4123; Genome Analysis Laboratory, Imperial Cancer Research Fund, Londres,
Reino Unido). El clon de YAC de 450 kb se aisló sin una amplificación previa por electroforesis en gel de campo
pulsado convencional de acuerdo con las especificaciones del fabricante (CHEF DR-II electrophoresis cell, Bio-Rad
Laboratories, Richmond, CA). Se tiñeron seis geles de campo pulsado individuales con bromuro de etidio y el material
de gel que contenía el ADN del clon de YAC se escindió del gel y después se incluyó en un nuevo molde de gel (agarosa
de bajo punto de fusión en un tampón de gel convencional) en una bandeja de gel triangular. El gel triangular resultante
(que contenía los seis bloques de gel que contienen YAC escindidos) se prolongó en el vértice con un gel de agarosa
estrecho con NaOAc 2 M además del tampón de electroforesis convencional. Después, el gel se colocó en una cámara
de electroforesis sumergida en tampón de gel convencional. La sustancia formadora de gel en forma de Y se eleva
sobre la superficie del tampón de modo que la corriente sólo puede fluir hacia la porción de gel de alto contenido en
sales estrecha. Se colocó un bloque de plexiglás sobre el corte de gel de alto contenido en sales para evitar la difusión
del NaOAc hacia el tampón. El ADN del YAC se sometió después a electroforesis fuera del corte de gel escindido
original (incluido) y en la porción de gel de alto contenido en sales estrecha. En el punto de transición desde el gel de
bajo contenido en sales al gel de alto contenido en sales existe una caída de la resistencia que detiene eficazmente la
migración del ADN en el vértice del gel triangular.

Después de la electroforesis y de la tinción con bromuro de etidio, el ADN de YAC concentrado se extrajo por
corte del resto del gel y la agarosa se digirió con GELase (EpiCentre Technologies, Madison, Wisconsin). Después se
añadió cloruro de cesio al líquido que contenía YAC resultante para obtener una densidad de 1,68 g/ml. Esta solución
se centrifugó a 37.000 rpm durante 36 horas para separar el ADN de YAC de cualquier material contaminante. Se
aislaron fracciones de 0,5 ml de gradiente de densidad resultante y la fracción de ADN máxima se dializó contra Tris
5 M (pH 7,4), NaCl 5 mM y EDTA 0,1 M. Después de la diálisis, se descubrió que la concentración de la solución de
0,65 ml resultante de ADN de YAC contenía 2 µg/ml de ADN. Este ADN de YAC se mezcló con un inserto de ADN
purificado de los plásmidos pKC1B y pKV4 a una proporción de 20:1:1 (microgramos YAC4x17E1:KC1B:KV4). La
solución de 2 µg/ml resultante se inyectó en los pronúcleos de embriones de B6CBF2 de medio día y se transfirieron
95 embriones microinyectados supervivientes a los oviductos de hembras pseudogestantes. Nacieron doce ratones
desarrollados a partir de los embriones microinyectados.

Ejemplo 35

Este ejemplo describe el cambio de clase, mutación somática y desarrollo de células B en ratones transgénicos
inmunizados homocigotos para un locus de inmunoglobulina endógena inactivado y que contienen el transgén o trans-
genes de cadena pesada HC1 o HC2.

Para demostrar que un minilocus de configuración de línea germinal de secuencia humana puede sustituir fun-
cionalmente al locus auténtico, se cruzó una cepa de ratón que carecía de IgH endógena con cepas que contenían los
transgenes de IgH de configuración de línea germinal humana. Los dos miniloci de transgén, HC1 y HC2, incluyen uno
y cuatro segmentos variables funcionales (V) respectivamente, 10 y 16 segmentos de diversidad (D) respectivamente,
los seis segmentos de unión (JH) y los segmentos de región constante tanto µ como γ1. Los miniloci incluyen secuen-
cias reguladoras que actúan en cis humanas tales como el potenciador intrónico de µ-JH y las secuencias de cambio µ
y γ1 -- que se unen estrechamente a los segmentos codificantes. También incluyen un elemento potenciador adicional
derivado del extremo 3’ del locus de IgH de rata. Se cruzaron ratones transgénicos HC1 y HC2 con ratones mutantes
derivados de células madre que carecían de segmentos JH (ratones JHD) como se describe (anteriormente) y que,
por lo tanto, no podían experimentar reorganizaciones de cadena pesada funcionales. Los ratones JHD transgénicos
resultantes contienen células B que dependen de las secuencias de cadena pesada introducidas.
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Inmunizaciones e hibridomas

Se inmunizaron ratones por inyecciones intraperitoneales de 50.100 µg de antígeno. Los antígenos incluían antí-
geno carcinoembrionario humano (CEA; Crystal Chem, Chicago, IL), lisozima de clara de huevo de gallina (HEL;
Pierce, Rockford, IL) y hemocianina de lapa californiana (KLH; Pierce, Rockford, IL). Para las inyecciones primarias
se mezcló el antígeno con adyuvante completo de Freund, y para las inyecciones posteriores se usó adyuvante incom-
pleto de Freund (Gibco BRL, Gaithersburg, MD). Se fusionaron células de bazo con el mieloma de ratón no secretor
P3X63-Ag8.653 (ATCC, CRL1580). Se ensayaron muestras de suero y sobrenadantes de hibridoma para determinar
la presencia de anticuerpo específico e inespecífico que comprendía secuencias de cadena pesada humana por ELISA.
Para la detección de anticuerpos inespecíficos, se recubrieron pocillos de microtitulación con anticuerpo específico
de isotipo de cadena pesada humana (MAB de ratón anti-IgG1 humana, clon HP6069, Calbiochem, La Jolla, CA;
MAB de ratón anti-IGM humana, clon CH6, The Binding Site, Birmingham, Reino Unido) y se revelaron con antisue-
ro conjugado con peroxidasa (fragmento de fab purificado por afinidad conjugado con peroxidasa de rábano picante
procedente de anticuerpo policlonal de cabra anti-IgG (fc) humana, nº cat. 109-036-098; anticuerpo policlonal de co-
nejo anti-IgM (fc) humana conjugado con peroxidasa de rábano picante purificado por afinidad, nº cat 309-035-095.
Jackson Immuno Research, West Grove, PA). Para la detección de anticuerpos específicos de antígeno, se recubrieron
pocillos de microtitulación con antígeno y se revelaron con antisueros específicos de isotipo de cadena pesada humana
conjugados con peroxidasa. Se detectó la peroxidasa unida por incubación con peróxido de hidrógeno y ácido 2,2’-
Azino-bis-(3-etilbenzotiazolin-6-Sulfónico, Sigma Chem. Co., St. Louis, MO). El producto de reacción se midió por
absorción a 415 m y se corrigió con respecto a la absorción a 490 nm.

Citometría de Flujo

Se prepararon suspensiones de una sola célula a partir de células de bazo, médula ósea y cavidad peritoneal y
se lisaron eritrocitos con KH4Cl, como se describe por Mishell y Shiigi. Los linfocitos se tiñeron con los reactivos
siguientes: anti-Igκ de ratón conjugado con ficoeritrina (clon X36; Becton Dickinson, San José, CA), anti-IgD de
ratón conjugado con FITC (clon SBA 1, Southern Biotech, AL), anti-CD5 de ratón conjugado con FITC (clon 53-
7.3; Becton Dickinson, San José, CA), anti-Igλ de ratón conjugado con FITC (clon R26-46; Pharmingen, San Diego,
CA) y anti-B220 de ratón conjugado con Cy-Chrome (clon RA3-6B2; Pharmingen, San Diego, CA). Se analizaron
las células teñidas usando un citómetro de flujo FACScan y el programa informático LYSIS II (Becton Dickinson,
San José, CA). La mayoría de los macrófagos, neutrófilos y eritrocitos residuales se excluyeron por selección sobre
dispersión hacia adelante y lateral.

Rescate de compartimento de células B

En la cavidad peritoneal de animales de JHD transgénico HC1 se encuentran niveles normales de células B CD5+
y aproximadamente un cuarto del nivel normal de células B CD5− convencionales. Las células B CD5+ peritoneales
transgénicas son similares a las denominadas células B-1 descritas en animales normales: son de mayor de tamaño
que los linfocitos B y T convencionales, expresan menores niveles de B220 que las células B convencionales que se
encuentran en el bazo e incluyen una mayor proporción de células de expresión de cadena ligera X. Más del 90% de
las células B esplénicas expresan κ, mientras que hasta el 50% de las células B peritoneales expresan X. Por lo tanto,
aunque el nivel de células B convencionales se reduce uniformemente en todos los tejidos, el nivel de B-1, que se
ha informado que tiene una capacidad mucho mayor de auto-renovación, parece ser normal en los animales de JHD
transgénica HC1.

Cambio de Clase

En ratones de JHD transgénica, la exposición repetida al antígeno da como resultado la producción de anticuerpos
γ1 humanos, así como anticuerpos µ. Se inyectó CEA humano en ratones de JHD transgénica a intervalos semanales
y se controlaron los niveles séricos de IgM e IgG1 específica de antígeno durante un periodo de cuatro semanas
(Figura 63). Después de una semana había una respuesta de IgM detectable pero no respuesta de IgG1. Sin embargo,
la respuesta de IgG1 es superior a la respuesta de IgM después de dos semanas y continúa aumentando mientras
que la respuesta de IgM permanece relativamente constante. Este patrón de una reacción de IgM inicial seguido de
una reacción de IgG es típico de una respuesta inmune secundaria; y sugiere que las secuencias que actúan en cis
incluidas en el transgén pueden estar respondiendo a citocinas que dirigen el cambio de clase. Se han considerado tres
mecanismos posibles para la expresión de isotipos no µ, habiéndose discutido cada uno de ellos en la bibliografía. Estos
mecanismos son: corte y empalme alternativo que no implica deleción del gen µ; cambio de “tipo δ”, que implicaba
la deleción del gen µ por recombinación homóloga entre secuencias de repetición flanqueantes; y recombinación no
homóloga entre regiones de cambio. Los resultados de los experimentos de los presentes solicitantes, que se describen
a continuación, son indicativos de un modelo de recombinación de región de cambio.

Puede recurrirse a dos tipos de mecanismos de corte y empalme alternativos que no sean de deleción para explicar
un cambio de isotipo. En primer lugar, es posible que se exprese un solo transcrito que abarque tanto µ como γ1 a
partir del transgén; este transcrito podría someterse a corte y empalme alternativo en respuesta a citocinas inducidas
por exposición al antígeno. Como alternativa, un transcrito estéril inducido por citocina que se inicie cadena arriba
de γ1 podría cortarse y empalmarse en trans con el transcrito µ. Si cualquiera de estos mecanismos fuera responsable
de la expresión de secuencias de γ1 humanas, entonces sería de esperar que fueran capaces de aislar hibridomas
que expresen tanto µ como γ1. Sin embargo, aunque se han explorado varios cientos de hibridomas que expresan µ
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humana o γ1 humana, no se ha descubierto ninguno de dichos hibridomas productores dobles (µ+, γ1+). Esto indica
que la expresión de γ1 se acompaña de la deleción del gen µ.

La deleción del gen µ puede estar mediada por recombinación no homóloga entre las regiones de cambio µ y γ1 o
por recombinación homóloga entre las dos repeticiones directas de 400 pb flanqueantes (σµ y Σµ) que se incluyen en
los transgenes HC1 y HC2. Se ha descrito que la recombinación de deleción entre σµ y Σµ es responsable del fenotipo
IgD+, IgM− de algunas células B humanas. Aunque el primer mecanismo, recombinación de cambio no homóloga,
debería generar productos de cambio de longitudes variables, el segundo mecanismo, la recombinación σµ/Σµ, debería
generar siempre el mismo producto. Se realizó un análisis de transferencia de Southern de ADN genómico aislado a
partir de tres hibridomas (Figura 64A), uno que expresaba µ y dos que expresaban γ1. Se descubrieron reorganizacio-
nes genómicas cadena arriba del transgén γ1 solo en las dos regiones de cambio γ1 (Figura 64B). Además, ninguna
de las estructuras observadas es compatible con recombinación homóloga entre σµ y Σµ. Los resultados concuerdan,
por lo tanto, con un modelo de expresión de isotipo de γ1 mediado por recombinación no homóloga de deleción entre
las regiones de cambio µ y γ1 codificadas por el transgén.

Cambio en Trans

Además de γ1 humana, se encontró γ de ratón en el suero de ratones de JHD transgénica HC1 y HC2. También
se obtuvieron hibridomas que expresaban γ de ratón a partir de estos animales. Debido a que los animales de JHD
no transgénica homocigotos no expresan niveles detectables de inmunoglobulina de ratón, la expresión de γ ratón
de los animales de JHD transgénica HC1 y HC2 se atribuye al fenómeno de cambio en trans. Todos los hibridomas
transgénicos que se han analizado expresan secuencias de región constante de ratón o humanas, pero no ambas. Por lo
tanto, es poco probable que esté implicado un mecanismo de corte y empalme en trans. Se usó amplificación por PCR
para aislar clones de ADNc de productos de cambio en trans y se determinó la secuencia de nucleótidos de 10 de los
clones resultantes (Figura 65). El oligonucleótido 5’ en la amplificación por PCR es específico del transgén codificado
VH251 y el oligonucleótido 3’ es específico para las secuencias γ1, γ2b y γ3 de ratón. Se encuentran ejemplos de
productos de cambio en trans que incorporan estas tres regiones constantes de ratón.

Mutación somática

Aproximadamente el 1% de los nucleótidos dentro de las regiones variables de los productos con cambio en
trans mostrados en la Figura 7 no están codificados por la línea germinal. Esto se debe presumiblemente a mutación
somática. Debido a que la secuencia mutada se ha translocado al locus endógeno, las secuencias que actúan en cis
que dirigen estas mutaciones podrían localizarse en cualquier parte 3’ del cambio γ de ratón. Sin embargo, como se
analiza a continuación, también se observa mutación somática en segmentos VDJ que no han experimentado dichas
translocaciones; y este resultado indica que las secuencias necesarias para la mutación somática de cadena pesada se
incluyen en el transgén.

Para determinar si las construcciones HC1 y HC2 incluyen suficientes secuencias que actúan en cis para que se
produzca la mutación somática en los ratones de JHD transgénica, se aislaron y secuenciaron parcialmente clones de
ADNc procedentes de dos líneas transgénicas HC1 independientes y una línea HC2. Se descubrió que algunos de los
transcritos γ1 de los ratones JHD transgénicos contienen regiones V con mutaciones somáticas amplias. La frecuencia
de estos transcritos mutados parece aumentar con inmunizaciones repetidas. Las Figuras 66A y 66B muestran dos
conjuntos de secuencias de ADNc: un conjunto procede de un ratón de JHD transgénica HC1 (línea 26) que se in-
munizó con una sola inyección de antígeno 5 días antes de que se aislara el ARN; el segundo conjunto procede de
un ratón de JHD transgénica HC1 (línea 26) que se hiperinmunizó por inyección del antígeno en tres días diferentes
comenzando 5 meses antes de que se aislara el ARN; el segundo conjunto procede de un ratón de JHD transgénica
HC1 (línea 26) que se hiperinmunizó por inyección de antígeno tres días diferentes comenzando 5 meses antes de que
se aislara el ARN; sólo 2 de las 13 regiones V del ratón del 5º día después de la exposición contienen algún nucleótido
codificado que no sea línea germinal. Cada una de estas V contiene solamente un solo cambio de nucleótido, dando
una frecuencia de mutación somática global de menos del 0,1% para esta muestra. Por el contrario, ninguna de las 13
secuencias V del animal hiperinmunizado es completamente de línea germinal y la frecuencia de mutación somática
global es del 1,6%.

La comparación de transcritos µ y γ1 aislados a partir de una sola muestra de tejido demuestra que la frecuencia
de mutaciones somáticas es superior en copias de transgén que han experimentado un cambio de clase. Se aislaron y
secuenciaron parcialmente 47 clones de ADNc µ y γ1 independientes a partir de un ratón de JHD transgénica CH1 de
línea 57 hiperinmunizado (Figura 67A y 67B). La mayoría de los clones de ADNc µ no están modificados respecto
a la secuencia de línea germinal, mientras que más de la mitad de los clones γ1 contienen múltiples nucleótidos no
codificados por la línea germinal. Las células que expresan γ1 son distintas de las células que expresan µ y, aunque los
dos procedimientos no están necesariamente relacionados, el cambio de clase y la mutación somática están teniendo
lugar en la misma subpoblación de células B.

Aunque no se encuentra una mutación somática amplia del gen VH251 en ratones transgénicos CH1 no hipe-
rinmunizados, se ha descubierto una mutación somática considerable en los genes VH56p1 y VH51p1 en un ratón
transgénico HC2 sin tratamiento previo. Se aisló ARN de bazo y ganglio linfático de un animal transgénico HC2
hembra de 9 semanas de edad no inmunizado. Se amplificaron individualmente transcritos γ1 que incorporan cada
una de las cuatro regiones V en el transgén HC2 usando cebadores específicos V y γ1. Los rendimientos relativos
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de cada uno de los productos de PCR específicos eran VH56p1>>VH51p1>VH4.21>VH251. Aunque esta técnica
no es estrictamente cuantitativa, puede indicar una propensión en el uso de segmento V en el ratón HC2. La Figura
68 muestra 23 secuencias de ADNc γ1 escogidas aleatoriamente derivadas de amplificaciones por PCR usando una
mezcla equimolar de los cuatro cebadores específicos de V. De nuevo se observa una propensión hacia VH56p1 (19/23
clones). Además, las secuencias VH56p1 muestran una mutación somática considerable con una frecuencia global del
2,1% dentro del segmento génico V. La inspección de las secuencias de CDR3 pone de manifiesto que aunque 17 de
los 19 clones de VH56p1 individuales son únicos, proceden de sólo 7 acontecimientos VDJ diferentes. Por lo tanto,
parece ser que se seleccionan células B que expresan VH56p1, quizás por un patógeno endógeno o autoantígenos, en
el animal sin tratamiento previo. Puede ser relevante que este mismo gen esté sobre-representado en el repertorio fetal
humano.

Resumen

Las secuencias que actúan en cis cadena arriba definen la funcionalidad de las regiones de cambio individuales y
son necesarias para el cambio de clase. La observación - de que el cambio de clase dentro del transgén HC1 está en
gran medida limitado a células implicadas en una respuesta secundaria y no aparece aleatoriamente por la población
de células B completa - sugiere que las secuencias mínimas contenidas en el transgén son suficientes. Debido a que
las secuencias γ incluidas en esta construcción comienzan sólo 116 nucleótidos cadena arriba del sitio de inicio del
transcrito estéril γ1, la región reguladora de cambios es compacta.

Los resultados de los presentes solicitantes demuestran que estos elementos reguladores que actúan en cis impor-
tantes están estrechamente relacionados con genes γ individuales o asociados con el potenciador de cadena pesada 3’
incluido en los transgenes HC1 y HC2. Debido a que los insertos HC1 y HC2 experimentan cambio de clase autónomo
de transgén -- que puede servir como marcador para secuencias que es probable que se hayan mutado somáticamente
-- se pudo encontrar fácilmente transcritos hipermutados que no se originasen a partir de translocaciones en el locus
endógeno. Se descubrieron transcritos γ mutados somáticamente en tres líneas transgénicas independientes (dos lí-
neas HC1 y una línea HC2). Por lo tanto, es poco probable que las secuencias que flanqueen los sitios de integración
del transgén afecten a este proceso; en su lugar, las secuencias transgénicas son suficientes para dirigir la mutación
somática.

Ejemplo 36

Este ejemplo describe la generación de hibridomas a partir de ratones homocigotos para un locus de inmunoglo-
bulina endógeno inactivado y que contienen secuencias de transgenes que codifican una cadena pesada de secuencia
humana y una cadena ligera de secuencia humana. Los hibridomas descritos secretan anticuerpos monoclonales que
comprenden una cadena pesada de secuencia humana y una cadena ligera de secuencia humana y se unen a un antígeno
predeterminado expresado en linfocitos T. El ejemplo también demuestra la capacidad de los ratones para generar un
anticuerpo de secuencia humana en respuesta a un inmunógeno derivado de ser humano, CD4 humano y la idoneidad
de dichos ratones como fuente para generar hibridomas que secreten anticuerpos monoclonales de secuencia humana
reactivos con antígenos humanos.

A. Generación de Anticuerpos Monoclonales de Ig Humana Derivados de Ratones Transgénicos HC1 Inmunizados
con un Antígeno CD4 Humano

Se inmunizó un ratón transgénico homocigoto para un locus JH funcionalmente interrumpido y que albergaba
un transgén capaz de reorganizarse para codificar una cadena pesada de secuencia humana y un transgén capaz de
reorganizarse para codificar una cadena ligera de secuencia humana. El genotipo del ratón era HC1-26+ KC1e-1536+
JHD+/+ JKD−, indicando que era homocigoto para la inactivación de cadena pesada murina y la presencia de copias de
línea germinal del transgén de cadena pesada de secuencia humana HC1 y el transgén de cadena ligera de secuencia
humana KC1e.

El ratón se inmunizó con una variante de la línea celular EL4 (ATCC) que expresaba una molécula de CD4 híbrida
de ratón-humano codificada por un polinucleótido transfectado de forma estable. La molécula de CD4 expresada
comprende una secuencia de CD4 sustancialmente similar a la humana. Se introdujeron aproximadamente 5 x 106

células en 100 µl de PBS acompañadas de 100 µl de Adyuvante Completo de Freund (CFA) en el ratón por inyección
intraperitoneal el Día 0. La inoculación se repitió los días 7, 14, 21, 28, 60 y 77 con extracciones de sangre de
ensayo los Días 18, 35 y 67. El bazo se extirpó el Día 81 y se fusionaron aproximadamente 7,2 x 107 células de
bazo con aproximadamente 1,2 x 107 células compañeras de fusión (línea celular P3x63Ag8.653; ATCC) por métodos
convencionales (fusión con PEG) y se cultivaron en medio RPMI 1640 FCS al 15%, glutamina 4 mM, piruvato sódico
1 mM más HAT y PSN. Se realizaron múltiples fusiones.

Se cultivaron hibridomas y se ensayaron los sobrenadantes con ELISA para determinar la unión a una fuente
comercial de CD4 de secuencia humana soluble recombinante purificado expresado en células CHO (American Bio-
Technologies, Inc. (ABT) y/o CD4 obtenido de NEN-DuPont. La muestra de ABT contenía una molécula de CD4
humano de 55 kD purificado compuesta por los dominios V1 a V3 de CD4 humano. El CD4 de secuencia humana
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recombinante (producido en células CHO-K1) se adsorbió en la placa de ensayo y se usó para capturar anticuerpo a
partir de sobrenadantes de hibridoma, después se evaluaron los anticuerpos capturados para determinar su unión a un
panel de anticuerpos que se unen a µ humana, κ humana, γ humana, µ murina o κ murina.

Se subclonó un hibridoma a partir de su pocillo de placa de cultivo, denominado 1F2. El anticuerpo 1F2 unido a la
preparación de CD4 de ABT era positivo para µ humana y κ humana y era negativo para γ humana, γ de ratón y κ de
ratón.

B. Generación de Anticuerpos Monoclonales de Ig Humana Derivados de Ratones Transgénicos HC2 Inmunizados
con CD4 Humano e IgE Humana

El transgén de cadena pesada, HC2, se muestra en la Figura 56 y se ha descrito anteriormente (véase el Ejemplo
34).

El transgén de cadena ligera humana, KCo4, representado en la Figura 56 se genera por la cointegración de dos
fragmentos de ADN clonados individualmente en un solo sitio en el genoma de ratón. Los fragmentos comprenden
4 segmentos Vκ funcionales, segmentos 5J, el exón Cκ y elementos potenciadores tanto intrónico como cadena abajo
(véase el Ejemplo 21) (Meyer y Nuberger (1989), EMBO J. 8: 1959-1964; Judde y Max (1992), Mol. Cell Biol. 12:
5206-5216). Debido a que los dos fragmentos comparten una secuencia común de 3 kb (véase la Figura 56), pueden
integrarse potencialmente en ADN genómico como un transgén de 43 kb contiguo después de la recombinación ho-
móloga entre las secuencias solapantes. Se ha demostrado que dichos acontecimientos de recombinación se producen
frecuentemente tras la microinyección de fragmentos de ADN solapantes (Pieper et al. (1992), Nucleic Acids Res. 20:
1259-1264). El ADN co-inyectado también tiende a cointegrarse en el cigoto y las secuencias contenidas dentro de los
fragmentos individualmente clonados se unirían posteriormente por reorganización de ADN durante el desarrollo de
células B. La Tabla 11 muestra que los insertos transgénicos de al menos 2 de las líneas transgénicas son funcionales.
En este conjunto de 36 clones están representados ejemplos de uniones VJ que incorporan cada uno de los 4 segmentos
V codificados por transgén y cada uno de los segmentos 5J.

TABLA 11

El uso de segmentos V y J de cadena ligera humana en ratones transgénicos KCo4. La tabla muestra el número
de clones de PCR, amplificados a partir de ADNc derivados de dos líneas transgénicas, que contienen las secuencias
kappa humanas indicadas. Se sintetizó ADNc usando ARN de bazo aislado de ratones transgénicos KCo4 individuales
(ratón nº 8490, 3 meses, macho, KCo4 línea 4437; ratón nº 8867, 2,5 meses, hembra, KCo4 línea 4436). El ADNc se
amplificó por PCR usando un oligonucléotido específico de Cκ. 5’ TAG AAG GAA TTC AGC AGG CAC ACA ACA
GAG GCA GTT CCA 3’ (SEC ID Nº: 193) y una mezcla 1:3 de los 2 oligonucleótidos específicos de Vκ siguientes:
5 AGC TTC TCG AGC TCC TGC TGC TCT GTT TCC CAG GTG CC 3’ (SEC ID Nº: 194) y 5’ CAG CTT CTC
GAG CTC CTG CTA CTC TGG CTC (C.A)CA GAT ACC 3’ (SEC ID Nº: 175). El producto de PCR se digirió con
XhoI y EcoRI y se clonó en un vector plasmídico. Se determinaron secuencias de nucleótidos parciales por el método
de terminación de cadena didesoxi para 18 clones escogidos aleatoriamente de cada animal. Las secuencias de cada
clon se compararon con la secuencia de línea germinal del transgén no reorganizado.

Se desarrollaron 23 ratones positivos para el minilocus de cadena ligera y 18 positivos para la cadena pesada a
partir de los embriones inyectados. Estos ratones y su progenie se cruzaron con ratones que contenían mutaciones
dirigidas en los loci de cadena pesada de ratón endógena (cepa JHD) y cadena ligera κ (cepa JCKD) para obtener
ratones que contenían cadena pesada y ligera κ humana en ausencia de loci de cadena pesada y cadena ligera κ de
ratón funcional. En estos ratones, la única contribución de la cadena ligera de ratón, si existe, es del locus λ de ratón.

La Tabla 12 muestra que se produce mutación somática en las regiones variables de los transcritos de cadena pesada
humana codificados por transgén de los ratones transgénicos. Se secuenciaron parcialmente 23 clones de ADNc a partir
de un ratón transgénico HC2 para determinar la frecuencia de nucleótidos no codificados por la línea germinal dentro
de la región variable. Los datos incluyen solamente la secuencia de codones de segmentos V 17-94 de cada clon y
no incluyen las regiones N. Se aisló ARN a partir del bazo y ganglio linfático de ratón 5250 (línea 2550 de HC2
hemicigota, JHD homocigota). Se sintetizó ADNc monocatenario y los transcritos γ se amplificaron por PCR como se
describe [referencias]. El ADNc amplificado se clonó en vectores plasmídicos y 23 clones escogidos aleatoriamente
se secuenciaron parcialmente mediante el método de terminación de cadena didesoxi. La frecuencia de cambios de
nucleótidos introducidos por PCR se estima a partir de la secuencia de la región constante como <0,2%.
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TABLA 12

Las Regiones Variables de Transcritos γ Humanos en Ratones Transgénicos HC2 que Contienen Nucleótidos no
Codificados por la Línea Germinal

Citometría de Flujo

Se analizaron las células teñidas usando un clitómetro de flujo FACScan y el programa informático LYSIS II (Bec-
ton Dickinson, San José, CA). Se tiñeron células de bazo con los reactivos siguientes: yoduro de propidio (Molecular
Probes, Eugene, OR), anti-Igκ humana conjugado con ficoeritrina (clon HP6062; Caltag, S. Francisco, CA), anti-Igκ
de ratón conjugado con ficoeritrina (clon X36; Becton Dickinson, San José, CA), anti-Igλ de ratón conjugado con
FITC (clon R26-46; Pharmingen, San Diego, CA), anti-Igµ de ratón conjugado con FITC (clon R6-60.2; Pharmingen,
San Diego, CA), anti-Igµ humana conjugado con FITC (clon G20-127; Pharmingen, San Diego, CA) y anti-B220 de
ratón conjugado con Cy-Chrome (clon RA3-6B2; Pharmingen, San Diego, CA).

Expresión de transgenes de Ig humana

La Figura 69 muestra un análisis de citometría de flujo de células de bazo de ratones KCo4 y HC2 que son homo-
cigotos para las mutaciones tanto JHD como JCKD. El transgén HC2 de secuencia humana rescató el desarrollo de
células B en el fondo JHD mutante, restaurando el número relativo de células B220+ en el bazo hasta aproximadamen-
te la mitad del número en el animal de tipo silvestre. Estas células B expresaban receptores de inmunoglobulina de
superficie celular que usaban cadena pesada codificada por transgén. El transgén KCo4 humano también era funcional
y competía con éxito con el locus de cadena ligera λ endógeno intacto. Casi el 95% de las células B esplénicas en ra-
tones mutantes homocigotos JHD/JCKD que contienen ambos transgenes humanos de cadena pesada y ligera (dobles
transgénicos) expresaban IgMκ de superficie celular completamente humana.

Se determinaron los niveles de Ig en suero por ELISA realizado de la forma siguiente: µ humana: pocillos de
microtitulación recubiertos con MAb de ratón anti-IgM humana (clon CH6, The Binding Site, Birmingham, Reino
Unido) y revelados con anticuerpo de conejo conjugado con peroxidas anti-IgM(fc) humana (Nº cat. 309-035-095,
Jackson Immuno Research, West Grove, PA). γ humana: pocillos de microtitulación recubiertos con MAb de ratón
anti-IgG1 humana (clon HP6069, Calbiochem, La Jolla, CA) y revelados con anticuerpo de cabra conjugado con pe-
roxidasa anti-IgG(fc) humana (Nº cat. 109-036-098, Jackson Immuno Research, West Grove, PA). κ humana: pocillos
de microtitulación recubiertos con MAb de ratón anti-Igκ humana (Nº cat. 0173, AMAC, Inc. Igκ (Nº cat. A7164, Sig-
ma Chem. Co., St. Louis, MO). γ de ratón: pocillos de microtitulación recubiertos con anticuerpo de cabra anti-IgG
de ratón (Nº cat 115-006-071, Jackson Immuno Research, West Grove, PA). λ de ratón: pocillos de microtitulación
recubiertos con MAb de rata anti-Igλ de ratón (Nº cat. 02171D, Pharmingen, San Diego, CA) y revelados con anti-
cuerpo de conejo conjugado con peroxidasa anti-IgM(fc) de ratón (Nº cat. 309-035-095, Jackson Immuno Research,
West Grove, PA). La peroxidasa unida se detecta por incubación con peróxido de hidrógeno y ácido 2,2’-Azino-bis)-
3-Etilbenzotiazolin-6-Sulfónico, Sigma Chem. Co., St. Louis, MO). El producto de reacción se mide por absorción a
415 nm.

Los ratones dobles transgénicos también expresan anticuerpos totalmente humanos en el suero. La Figura 70
muestra niveles en suero medidos de proteínas de inmunoglobulina para 18 ratones dobles transgénicos individuales,
homocigotos para inactivaciones de cadena ligera kappa y pesada endógenas obtenidas a partir de varios animales
fundadores transgénicos diferentes. Se descubrieron niveles detectables de µ, γ1 y κ humana. Se ha demostrado ante-
riormente que la γ1 humana expresada es el resultado de un cambio de clase auténtico por recombinación genómica
entre las regiones de cambio µ y γ1 de transgén. Además, se ha descubierto que el cambio de clase intratransgén se
acompañaba de mutación somática de las regiones variables de cadena pesada. Además de inmunoglobulinas huma-
nas, también se descubrió γ y X de ratón en el suero. Se espera la presencia de proteína λ de ratón, ya que el locus
endógeno está completamente intacto. Se ha mostrado en otra parte que la expresión de λ de ratón es una consecuencia
de la recombinación de cambio en trans de segmentos VDJ de transgén en el locus de cadena pesada endógena. Este
fenómeno de cambio en trans, que se demostró originariamente para alelos de cadena pesada de tipo silvestre y trans-
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genes VDJ reorganizados (Durdik et al. (1989), Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86: 2346-2350; Gerstein et al. (1990),
Cell 63:537-548), se produce en el fondo JHD mutante debido a que las regiones constantes de cadena pesada cadena
abajo y sus elementos de cambio respectivos están todavía intactos.

La concentración en suero de IgMκ humana en el ratón doble transgénico era de aproximadamente 0,1 mg/ml, con
una desviación muy pequeña entre animales o entre líneas. Sin embargo, los niveles de γ1 humana, γ de ratón y λ de
ratón varían de 0,1 a 10 microgramos/ml. La variación observada en los niveles de γ entre animales individuales puede
ser una consecuencia del hecho de que γ es una región constante inducible. La expresión depende presumiblemente
de factores tales como la salud del animal, la exposición a antígenos y posiblemente el tipo de MHC. Los niveles en
suero de λ de ratón son el único parámetro que parece estar correlacionado con líneas transgénicas individuales. Los
ratones KCo4 de línea 4436 que tienen el menor número de copias del transgén por integración (aproximadamente
1-2 copias) tienen los mayores niveles de λ endógena, mientras que los ratones KCo4 línea 4437 (-10 copias por
integración) tienen los menores niveles de λ. Esto concuerda con un modelo en el que la λ endógena se reorganiza
después del transgén κ, y en el que no se selecciona el nivel de X en suero, sino que en su lugar es un reflejo del
tamaño relativo de la combinación de células B precursoras. Los loci de transgenes que contienen múltiples insertos
de cadena ligera pueden tener la oportunidad de experimentar más de un acontecimiento de recombinación V a J, con
una mayor probabilidad de que uno de ellos sea funcional. Por lo tanto, las líneas de alto número de copias tendrán
una combinación más pequeña de células X potenciales.

Inmunizaciones con CD4 e IgE humana

Para ensayar la capacidad de las células B transgénicas para participar en una respuesta inmune, se inmunizaron
ratones dobles transgénicos con antígenos de proteína humana y se midieron los niveles en suero de inmunoglobulinas
específicas de antígeno por ELISA. Los ratones se inmunizaron con 50 µg de sCD4 recombinante (Nº cat. 013101,
American Bio-Technologies Inc., Cambridge, MA) unido covalentemente a perlas de poliestireno (Nº cat. 08226,
Polysciences Inc., Warrington, PA) en adyuvante completo de Freund por inyección intraperitoneal. Cada uno de los
ratones es homocigoto para interrupciones de los loci µ y κ endógenos y hemicigoto para la línea 2500 de transgén
HC2 de cadena pesada humana y la línea 4437 de transgén KCo4 de cadena ligera κ humana.

Métodos

Se diluyeron muestras de suero en pocillos de microtitulación recubiertos con sCD4 recombinante. Se detectaron
anticuerpos humanos con anticuerpos de conejo conjugados con peroxidasa anti-IgM(fc) humana (Jackson Immuno
Research, West Grove, PA) o anticuerpo de cabra conjugado con peroxidasa anti-Igκ humana (Sigma, St. Louis, MO).

La Figura 71A muestra la respuesta primaria de ratones transgénicos inmunizados con CD4 soluble humano re-
combinante. Los cuatro animales inmunizados muestran una respuesta de IgM humana específica de antígeno a una
semana. Los anticuerpos en suero específicos para CD4 comprenden tanto cadena pesada µ humana como cadena
ligera κ humana.

Para evaluar la capacidad del transgén HC2 para participar en una respuesta secundaria, se hiperinmunizaron los
ratones transgénicos por inyección repetida con antígeno y se controló el isotipo de cadena pesada de los anticuerpos
inducidos. Se inmunizaron ratones homocigotos para el transgén HC2 de cadena pesada humana y el transgén KCo4
de cadena ligera κ humana con 25 µg de IgEκ humana (The Binding Site, Birmingham, Reino Unido) en adyuvante
completo de Freund el día = 0. Después de eso, los animales se inyectaron con IgEκ en adyuvante incompleto de Freund
a intervalos aproximadamente semanales. Se diluyeron muestras de suero 1:10 y se realizaron ELISA específicos de
antígeno sobre placas recubiertas con λ de IgE humana.

La Figura 71B muestra un curso temporal típico de la respuesta inmune de estos animales: en ratones dobles
transgénicos se inyectaron IgE humana en adyuvante completo de Freund seguido de refuerzos semanales de IgE en
adyuvantes incompleto de Freund. La respuesta de anticuerpos humanos inicial era IgMκ seguida de la aparición de
IgGκ humana específica de antígeno. Los anticuerpos séricos inducidos en estos ratones no mostraban reactividad
cruzada con IgM humana o BSA. El desarrollo, con el tiempo, de IgG humana.

También se ha ensayado la capacidad del transgén de cadena pesada de experimentar cambio de clase in vitro: se
purificaron células B esplénicas a partir de animales hemicigotos para el cambio de la misma construcción de cadena
pesada (HC2, línea 2500) de IgM humana a IgG1 humana en presencia de LPS e IL-4 de ratón recombinante. Sin
embargo, el cambio in vitro no tenía lugar en presencia de LPS e IL-2 de ratón recombinante o LPS en solitario.

Se descubrieron células que expresaban IgM humana en el bazo, ganglios linfáticos, peritoneo y médula ósea
de ratones dobles transgénico/dobles knockout (0011). Aunque la cavidad peritoneal contiene el número normal de
células B, el número absoluto de células B transgénicas en la médula ósea y el bazo es aproximadamente del 10-50%
del normal. La reducción puede ser el resultado de un retardo en el desarrollo de células B dependientes de transgén.
Los ratones dobles transgénicos/doble knockout (0011) también expresan anticuerpos totalmente humanos en el suero,
con niveles significativos de µ, γ1 y κ humana en estos ratones. La γ1 humana expresada es el resultado de un cambio
de clase auténtico por recombinación genómica entre las regiones de cambio µ y γ1 del transgén. Además, el cambio
de clase intratransgén se acompaña de mutación somática de las regiones variables de cadena pesada codificadas por el
transgén. Además de inmunoglobulinas humanas, se encuentran µ de ratón y X de ratón en estos ratones. La expresión
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de µ de ratón parece ser el resultado de una recombinación de cambio en trans en la que el gen VDJ del transgén se
recombina en el locus de cadena pesada de ratón endógena. El cambio en trans que se observaba originariamente en
la bibliografía para alelos de cadena pesada de tipo silvestre y transgenes VDJ reorganizados se produce en el fondo
JH
−/− porque las regiones constantes de cadena pesada cadena debajo de ratón y sus elementos de cambio respectivos

están todavía intactos.

Para demostrar la capacidad de las células B transgénicas para participar en una respuesta inmune, se inmuniza-
ron los ratones 0011 con antígenos de proteína humana y se controlaron los niveles en suero de inmunoglobulinas
específicas de antígeno. La respuesta de anticuerpos humana inicial es IgM, seguida de la expresión de IgG humana
específica de antígeno (Figura 71B y Figura 73). El lapso de tiempo antes de la aparición de anticuerpos IgG humanos
concuerda con una asociación entre cambio de clase y respuesta secundaria a antígeno.

En un ratón transgénico inmunizado con CD4 humano, la reactividad de IgG humana con el antígeno CD4 era
detectable a concentraciones séricas que variaban de 2 x 10−2 a 1,6 x 10−4.

Identificación de Hibridomas Anti-CD4 Humano

Un ratón transgénico homocigoto para transgén HC2 de cadena pesada humana y el transgén KCo4 de cadena ligera
κ humana se inmunizó con 20 µg de CD4 humano recombinante en adyuvante completo de Freund el Día 0. Después de
eso, a los animales se les inyectó CD4 en adyuvante incompleto de Freund a intervalos aproximadamente semanales.
La Figura 73 muestra una respuesta de anticuerpos humanos contra CD4 humano en suero del ratón transgénico. Las
muestras de suero se diluyeron 1:50 y se realizaron ELISA específicos de antígeno sobre placas recubiertas con CD4
humano. Cada línea representa determinaciones de muestra individuales. Los círculos rellenos representan IgM, los
cuadrados sin relleno representan IgG.

Se aislaron también líneas celulares de hibridoma a partir de uno de los ratones que respondían a inmunización
con CD4 humano. Cinco de los hibridomas clonados secretan anticuerpos IgGκ humana (γ1 humana/κ humana) que
se unen a CD4 humana recombinante y no presentan reactividad cruzada (según se mide por ELISA) con un panel
de otros antígenos glicoproteicos. Se determinaron las velocidades de asociación y disociación del antígeno CD4
humano inmunizante para los anticuerpos monoclonales secretados por dos de los hibridomas IgGκ, 4E4.2 y 2C5.1.
Las constantes de unión obtenidas experimentalmente (Ka) eran de aproximadamente 9 x 107 M−1 y 8 x 107 M−1 para
los anticuerpos 4E4.2 y 2C5.1, respectivamente. Estos valores de Ka se incluyen en el intervalo de anticuerpos IgG
murinos anti-CD4 humano que se han usado en ensayos clínicos por otros (Chen et al. (1993) Int. Immunol. 6: 647).

Un ratón de línea Nº 7494 (0012; HC1-26+; JHD++; JKD++; KC2-1610++) se inmunizó los días 0, 13, 20, 28, 33
y 47 con CD4 humano y produjo anticuerpos anti-CD4 humano compuestos por κ humana y µ o γ humana.

El día 28, se descubrió que estaban presentes µ y κ humana en el suero. El día 47, la respuesta en suero contra
CD4 humano estaba compuesta tanto por µ humana como por γ humana, así como por κ humana. El día 50, los
esplenocitos se fusionaron con células de mieloma de ratón P3X63-Ag8.653 y se cultivaron. Cuarenta y cuatro de
los 700 pocillos (6,3%) contenían anticuerpos monoclonales γ y/o κ humanos anti-CD4 humano. Se confirmó que
tres de estos pocillos contenían anticuerpos monoclonales γ humanos anti-CD4 pero carecían de cadenas κ humanas
(expresando presumiblemente X de ratón). Nueve de los pocillos primarios contenían anticuerpos monoclonales IgMκ
totalmente humanos anti-CD4 y se seleccionaron para una caracterización adicional. Un hibridoma de este tipo que
expresa anticuerpos monoclonales IgMκ totalmente humanos anti-CD4 se denominó 2C11-8.

Se clonaron hibridomas primarios por dilución limitante y se evaluaron para determinar su secreción de anticuer-
pos monoclonales µ y κ humanos reactivos contra CD4. Cinco de los nueve hibridomas permanecían positivos en el
ELISA de CD4. La especificidad de estos anticuerpos monoclonales de IgMκ humana por CD4 humano se demostró
por su ausencia de reactividad con otros antígenos incluyendo ovoalbúmina, albúmina de suero bovino, albúmina de
suero humano, hemocianina de lapa californiana y antígeno carcinoembrionario. Para determinar si estos anticuerpos
monoclonales podían reconocer CD4 en la superficie de células (es decir, CD4 nativo) también se ensayaron sobre-
nadantes de estos cinco clones para determinar su reactividad con una línea celular T CD4+, Sup TI. Cuatro de los
cinco anticuerpos monoclonales IgMκ humanos reaccionaban con estas células CD4+. Para confirmar adicionalmente
la especificidad de estos anticuerpos monoclonales IgMκ, se tiñeron linfocitos de sangre periférica (PBL) humana
recién aislados con estos anticuerpos. Los sobrenadantes de clones derivados de cuatro de los cinco híbridos primarios
se unían solamente a linfocitos CD4+ y no a linfocitos CD8+ (Figura 72).

La Figura 72 muestra la reactividad del anticuerpo monoclonal IgMκ anti-CD4 con PBL humanos. Se incubaron
PBL humanos con sobrenadante de cada clon o con un anticuerpo monoclonal de control negativo del mismo isotipo,
seguido de un anticuerpo monoclonal anti-CD4 de ratón conjugado con PE (fila superior) o un Ab de ratón anti-CD8
humano conjugado con FITC (fila inferior). Cualquier IgMκ humano unido se detectó con un anticuerpo de ratón
anti-µ humana conjugado con FITC o con PE, respectivamente. Se muestran resultados representativos para uno de
los clones, 2C11-8 (lado derecho) y para IgMκ de control (lado izquierdo). Como era de esperar, la IgMκ de control
negativo no reaccionaba con células T y el anticuerpo de cabra anti-µ humana reaccionaba con aproximadamente el
10% de PBL que presumiblemente eran células B humanas.
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Un buen crecimiento y altos niveles de producción de anticuerpo monoclonal IgMκ anti-CD4 son factores impor-
tante en la selección de una línea celular de hibridoma clonal para su desarrollo. Los datos de uno de los hibridomas,
2C11-8, muestran que pueden producirse hasta 5 pg/célula/día (Figura 74). Se observaron resultados similares con
un segundo clon. Como se observa comúnmente, la producción aumenta espectacularmente a medida que las células
entran en crecimiento de fase estacionaria. La Figura 74 muestra el crecimiento de células y la secreción de anticuer-
pos monoclonales IgMκ humanos anti-CD4 en cultivos a pequeña escala. Se sembraron cultivos repetidos a 2 x 105

células/ml en un volumen total de 2 ml. Cada veinticuatro horas después de eso durante cuatro días, se recogieron los
cultivos. Se determinó el crecimiento celular por recuento de células viables y la producción de IgMκ se cuantificó
mediante una ELISA para µ humana total (panel superior). La producción por célula por día se calculó dividiendo la
cantidad de IgMκ por el número de células (panel inferior).

La Figura 75 muestra un mapeo de epítopo de un anticuerpo monoclonal IgMκ humana anti-CD4. Se usaron expe-
rimentos de citometría de flujo de unión competitiva para localizar el epítopo reconocido por el anticuerpo monoclonal
IgMκ anti-CD4, 2C11 -8. Para estos estudios se usaron los anticuerpos monoclonales de ratón anti-CD4, Leu3a y RPA-
T4 que se unen a epítopos no solapantes únicos en CD4. La fluorescencia de PE de células CD4+ preincubadas con
concentraciones decrecientes de RPA-TA o Leu-3a seguido por la tinción con 2C11-8 se detectó con anticuerpo de
cabra anti-IgM humana conjugado con PE. Existía una competición dependiente de la concentración para la unión del
anticuerpo monoclonal IgMκ humana anti-CD4 2C11-8 por Leu3a, pero no por RPA-T4 (Figura 75). Por lo tanto, el
epítopo reconocido por 2C11-8 era similar o idéntico al reconocido por el anticuerpo monoclonal Leu3a, pero distinto
al reconocido por RPA-T4.

En resumen, se han producido varios clones de hibridoma que secretan anticuerpos monoclonales IgMκ humanos
que reaccionan específicamente con CD4 humano nativo y pueden usarse para discriminar PBL humanas en subpo-
blaciones CD4+ y CD4−. Al menos uno de estos anticuerpos se une a o cerca del epítopo definido por el anticuerpo
monoclonal Leu3a. Se ha demostrado que los anticuerpos monoclonales dirigidos contra este epítopo inhiben una
respuesta a leucocitos mixta (Engleman et al., J. Exp. Med. (1981) 153: 193). Una versión quimérica de anticuerpo
monoclonal Leu3a ha demostrado cierta eficacia clínica en pacientes con micosis fungoide (Knox et al. (1991) Blood
77: 20).

Se han aislado clones de ADNc de 3 líneas celulares de hibridoma diferentes (2C11.8, 2C5.1 y 4E4.2) y se ha
determinado la secuencia de nucleótidos parcial de algunos de los genes de inmunoglobulina expresados en cada una
de estas líneas celulares. Para el análisis de secuencia, se aisló el ARN total a partir de aproximadamente 5 x 106 células
de hibridoma. Se sintetizó ADNc monocatenario por cebado de transcripción inversa con oligo dT. Una porción de este
ADNc monocatenario se usó en reacciones de PCR por duplicado cebadas con una combinación de oligonucleótidos
con especificidades por (i) regiones flanqueantes variables de cadena pesada contenidas dentro de los transgenes HC1
o HC2 y un solo oligonucleótido cadena abajo específico para secuencia gamma humana constante, o (ii) regiones
flanqueantes variables de cadena ligera contenidas dentro del transgén KC2 o KCo4 y un solo oligonucleótido cadena
abajo específico para secuencia kappa humana constante. Los productos de estas reacciones de PCR se digirieron con
enzimas de restricción apropiadas, se purificaron en gel y se clonaron independientemente en el vector pNNO3. El
ADN se aisló y se realizaron reacciones de secuenciación didesoxi manuales y/o fluorescentes automáticas sobre ADN
bicatenario.

Las características de los tres hibridomas, 2C11.8, 2C5.1 y 4E4.2, se proporcionan a continuación en la Tabla 11.

TABLA 13

Uso de región variable humana en hibridomas

El análisis de secuencia de nucleótidos de las secuencias de cadena ligera y pesada expresadas a partir de los dos
hibridomas de IgGκ 2C5.1 y 4E4.2 pone de manifiesto que existen clones hermanos derivados de la misma célula B
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progenitora. Las uniones V(D)J de cadena ligera y pesada de los dos clones son idénticas, aunque las secuencias de
nucleótidos exactas difieren por supuestas mutaciones somáticas. La secuencia de unión VDJ de cadena pesada es:

La unión VJ de cadena ligera es:

Se identificaron los siguientes codones no codificados por la línea germinal (presuntas mutaciones somáticas)

Se concluye que estos dos hibridomas gamma proceden de células B que han experimentado una cantidad limitada
de mutación somática. Estos datos muestran que los animales transgénicos HC2 usan el segmento V de VH5-51 (aka
VH251). Se ha demostrado previamente que VH4-34, VH1-69 y VH3-30.3 se expresan por estos ratones. La com-
binación de estos resultados demuestra que los ratones transgénicos HC2 expresan los cuatro genes de VH humanos
codificados por el transgén.

Se concluye que las células B que expresan inmunoglobulina humana experimentan desarrollo y responden a
antígeno en el contexto de un sistema inmune de ratón. La sensibilidad a antígeno conduce a un cambio de isotipo
de cadena pesada de inmunoglobulina y a mutación somática de región variable. También se ha demostrado que la
tecnología de hibridoma convencional puede usarse para obtener anticuerpos de secuencia humana monoclonales a
partir de estos ratones. Por lo tanto, estos ratones transgénicos representan una fuente de anticuerpos humanos contra
antígenos diana humanos.

Ejemplo 37

Este ejemplo describe la generación de ratones transgénicos homocigotos para un locus de cadena κ y cadena
pesada endógena inactivado y que albergan un transgén capaz de experimentar un cambio de isotipo a múltiples genes
CH humanos cadena abajo. El ejemplo también demuestra una estrategia de clonación para ensamblar transgenes de
gran tamaño (por ejemplo, 160 kb) por co-microinyección de múltiples fragmentos de ADN que comprenden uniones
de secuencia homólogas solapantes (véase la Figura 76), permitiendo la construcción de un transgén de gran tamaño a
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partir de más de dos fragmentos solapantes por recombinación homóloga de una pluralidad de regiones de homología
en extremos distales del conjunto de fragmentos a ensamblar in vivo, tal como en una célula ES microinyectada o su
progenie clonal. El ejemplo también muestra, entre otras cosas, que linfocitos aislados de los animales transgénicos
pueden inducirse para experimentar cambio de isotipo in vitro, tal como con IL-4 y LPS.

Se construyó un conjunto de cinco clones plasmídicos diferentes de modo que pudieran aislarse insertos de plás-
mido, sustancialmente libres de secuencias de vector; y de modo que los insertos formaran conjuntamente un solo
conjunto imbricado de secuencias solapantes que abarcan aproximadamente 150 kb de longitud. Este conjunto incluye
secuencias codificantes V, D, J, µ, γ3 y γ1 humanas, así como una secuencia potenciadora 3’ de cadena pesada de
ratón. Los cinco clones son, en orden 5’ a 3’: pH3V4D, pCORIxa, p11-14, pP1-570, y pHP-3a (Figura 76). Se usaron
varios vectores de clonación diferentes para generar este conjunto de clones. Algunos de los vectores se diseñaron
específicamente con el fin de construir transgenes de gran tamaño. Estos vectores (pGP1a, pGP1b, pGP1c, pGP1d,
pGP1f, pGP2a y pGP2b) son plásmidos basados en pBR322 que se mantienen en un menor número de copias por
célula que los vectores pUC (Yanisch-Perron et al. (1985) Gene 33: 103-119). Los vectores también incluyen señales
de terminación de la transcripción trpA entre el polienlazador y el extremo 3’ del gen de β-lactamasa del plásmido. Los
polienlazadores están flanqueados por sitios de restricción para la enzima de corte poco frecuente NotI; permitiendo
por lo tanto el aislamiento del inserto a partir de secuencias de vector antes de la microinyección en embriones. En el
interior de los sitios NotI, los polienlazadores incluyen sitios XhoI y SalI únicos en cualquier extremo. Los vectores
pGP1 se describen en Taylor et al. (1992) Nucleic Acids Res. 23: 6287. Para generar los vectores pGP2, se digirió
primero pGP1f con AlwNI y se ligó con los oligonucleótidos sintéticos o-236 y o-237 (o-236, 5’ - ggc gcg cct tgg cct
aag agg cca - 3’ (SEC ID Nº: 180); o-237, 5’ - cct ctt agg cca agg cgc gcc tgg - 3’ (SEC ID Nº: 181). El plásmido
resultante se denomina pGP2a. Después, el plásmido pGP2a se digirió con KpnI y EcoRI y se ligó con los oligonu-
cleótidos o-288 y o-289 (o-288, 5’ - aat tca gta tcg atg tgg tac - 3’ (SEC ID Nº: 182); o-289, 5’ - cac atc gat act g - 3’
(SEC ID Nº: 183) para generar pGP2b (Figura 77A y Figura 77B).

El esquema general para la construcción de transgén con los plásmidos pGP se resume en la Figura 78 (rutas A
y B). Todos los fragmentos de ADN componentes se clonan primero individualmente en la misma orientación 5’ a
’3 en vectores pGP. Se destruyen sitios NotI, XhoI y SalI de inserto por mutagénesis con oligonucléotidos o, si es
posible, por digestión parcial, rellenado con polimerasa y ligación de extremo romos. Esto deja sólo los sitios XhoI
y SalI procedentes del polienlazador en los extremos 5’ y 3’ de cada inserto. Después pueden combinarse insertos
individuales por etapas mediante el proceso de aislamiento de fragmentos XhoI/SalI a partir de un clon e inserción del
fragmento aislado en el sitio XhoI 5’ o SalI 3’ de otro clon (Figura 78, ruta A). Después se exploran transformantes
por hibridación sobre filtro con uno o más fragmentos de inserto para obtener el clon ensamblado. Debido a que las
uniones XhoI/SalI no pueden escindirse con ninguna enzima, el producto resultante mantiene sitios XhoI 5’ y SalI 3’
únicos y puede usarse en la etapa de la construcción. Una variación de este esquema se realiza usando los vectores
pGP2a y pGP2b (Figura 78, ruta B). Estos plásmidos incluyen un sitio SfiI entre el gen de resistencia a ampicilina
y el origen de replicación del plásmido. Por corte con SfiI y XhoI o SalI, los insertos pueden aislarse juntos con la
secuencia a resistencia a fármaco o el origen de replicación. Un fragmento SfiI/XhoI se liga con un fragmento SfiI/SalI
en cada etapa de la síntesis. Existen tres ventajas para este esquema: (i) se reducen los transformantes de fondo debido
a que son necesarias secuencias de ambos fragmentos para la replicación del plásmido en presencia de ampicilina; (ii)
la ligación puede producirse solamente en una sola orientación 5’ a 3’; y (iii) los extremos SfiI no son compatibles
consigo mismos y no son compatibles con SalI o XhoI, reduciendo de este modo el nivel de ligación no productiva.
La desventaja de este esquema es que deben eliminarse los sitios SfiI del inserto así como los sitios NotI, XhoI y
SalI. Estos vectores de número medio de copias son una mejora sobre los vectores de clonación derivados de pUC
usados comúnmente. Para comparar la capacidad de estos vectores para mantener insertos de ADN de gran tamaño, un
fragmento XhoI de 43 kb que comprende la región JH/Cµ humana se ligó en el sitio SalI de pSP72 (Promega, Madison,
Wl), pUC19 (BRL, Grand Island, NY) y pGP1f. Se transfirieron colonias transformantes a nitrocelulosa y los clones
que contenían inserto se seleccionaron por hibridación con sonda radiomarcada. Se cultivaron clones positivos durante
una noche en 3 ml de medio y se aisló el ADN: la digestión con EcoRI del ADN resultante pone de manifiesto que
todos los clones derivados de pSP72 y pUC19 delecionaban el inserto (Figura 79); sin embargo, 12 de los 18 clones
derivados de pGP1f contenían insertos intactos. Ambas orientaciones están representadas en estos 12 clones.

La construcción y aislamiento de los cinco clones (pH3V4D, pCOR1xa, p11-14, pP1-570 y pHP-3a) usado para
generar el transgén HCo7 se resume a continuación.

pH3V4D

Se aislaron segmentos génicos variables de cadena pesada de configuración de línea germinal a partir de bibliotecas
de ADN genómicas de fago 1 usando sondas oligonucleotídicas sintéticas para las clases VH1 y VH3. La sonda de
clase VH1 era o-49:
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La sonda de clase VH3 era o-184:

Se aislaron los clones que hibridaban positivamente, se mapearon parcialmente por restricción, se subclonaron y
se secuenciaron parcialmente. A partir de la secuencia de nucleótidos se determinó que uno de los clones VH1 aislado
con la sonda o-49 codificaba un segmento génico VH, 49.8, que comprendía una secuencia de aminoácidos idéntica a
la contenida en la secuencia publicada del gen hv1263 (Chen et al. (1989) Arthritis Rheum. 32: 72). Tres de los genes
de VH3 184.3,184.14 y 184.17, que se aislaron con la sonda o-184, contenían secuencias que codificaban secuencias
de aminoácidos idénticas a las contenidas en lo publicado para los genes de VH DP-50, DP-54 y DP-45 (Tomlinson
et al. (1992) J. Mol. Biol. 227: 776). Estos cuatro genes de VH se usaron para construir el plásmido pH3V4D.

Se descubrió que el gen 184.3 estaba contenido en un fragmento BamHI de 3 kb. Este fragmento se subclonó
en el vector plasmídico pGP1f de modo que el sitio XhoI del polienlazador está en posición 5’ del gen y el sitio
SalI está 3’. El plásmido resultante se denomina p184.3.36f. Se descubrió que el gen 184.14 estaba contenido en
un fragmento HindIII de 4,8 kb. Este fragmento se subclonó en el vector plasmídico pUC19 en una orientación tal
que el gen podía aislarse adicionalmente como un fragmento de 3,5 kb por digestión con XhoI/SalI en un sitio XhoI
genómico 0,7 kb cadena arriba del gen y un sitio SalI derivado de polienlazador en posición 3’ del gen. El plásmido
resultante se denomina p184.14.1. Se observó que el gen 184.17 estaba contenido en un fragmento HindIII de 5,7
kb. Este fragmento se subclonó en el vector plasmídico pSP72 (Promega, Madison, Wl) en una orientación tal que
los sitios XhoI y SalI procedentes del polienlazador están, respectivamente, en posición 5’ y 3’ del gen. El inserto de
este plásmido incluye un sitio XhoI en el extremo 3’ del gen que se eliminó por digestión parcial con XhoI, rellenado
con fragmento de Klenow y religación. El plásmido resultante se denomina p184.17SK. Se descubrió que el gen
49.8 estaba contenido dentro de un fragmento XbaI de 6,3 kb. Este fragmento se subclonó en el vector plasmídico
pNNO3, de modo que los sitios XhoI y ClaI procedentes de polienlazador están, respectivamente, en posición 5’ y 3’
del gen, para generar el plásmido pVH49.8 (Taylor et al. (1994) International Immunol. 6: 579). El inserto XhoI/ClaI
de pVH49.8 se subclonó después en pGP1f para generar el plásmido p49.8f que incluye sitios XhoI y SalI únicos
respectivamente en los extremo 5’ y 3’ del gen 49.8.

El fragmento XhoI/SalI de 3,5 kb de p184.14.1 se clonó en el sitio XhoI de p184.3.36f para generar el plásmido
pRMVHI que incluye los genes tanto 184.14 como 184.3 en la misma orientación. Este plásmido se digirió con XhoI y
el fragmento XhoI/SalI de 5,7 kb de p184.17SK se insertó para generar el plásmido pRMVH2 que contiene, de 5’ a 3’,
los tres genes de VH 184.17, 184.14 y 184.3, todos en la misma orientación. El plásmido pRMVH2 se cortó después
con XhoI y el inserto XhoI/SalI de 6,3 kb de p49.8f se insertó para generar el plásmido pH3VH4 que contiene, de 5’
a 3’, los cuatro genes de VH 49.8, 184.17, 184.14 y 184.3, todos en la misma orientación.

El inserto XhoI/EcoRV de 10,6 kb del clon de región D humana pDH1 (descrito anteriormente, por ejemplo, en el
Ejemplo 12) se clonó en el vector plasmídico pGPe digerido con XhoI/EcoRV para generar el nuevo plásmido pDH1e.
Este plásmido se digirió después con EcoRV y se ligó con un fragmento enlazador sintético que contenía un sitio SalI
(5’-ccg gtc gac ccg-3’; SEC ID Nº: 185). El plásmido resultante, pDHIes, incluye la mayoría del grupo D1 humano
dentro de un inserto que puede escindirse con XhoI y SalI, del modo que el sitio XhoI está en el extremo 5’ y el
sitio SalI está en el extremo 3’. Este inserto se aisló y se clonó en el sitio SalI de pH3VH4 para generar el plásmido
pH3VH4D que incluye cuatro segmentos génicos de VH humanos de configuración de línea germinal y 8 segmentos
D humanos de configuración de línea germinal, todos en la misma orientación 5’ a 3’. El inserto de este clon puede
aislarse, sustancialmente sin secuencias de vector, por digestión con NotI.

pCORIxa

El plásmido pCOR1 (descrito anteriormente) que contiene un inserto XhoI de 32 kb que incluye 9 segmentos D
humanos, 6 segmentos J humanos, el potenciador de cadena pesada intrónica Jµ, la región de cambio µ y los exones
codificantes Cµ, se digirió parcialmente con XhoI, se trató con Klenow y se ligó un enlazador SalI sintético en el
mismo para producir el nuevo plásmido pCOR1xa que tiene un sitio XhoI único en el extremo 5’ y un sitio SalI único
en el extremo 3’. Tanto pCOR1 como pCOR1xa contienen un fragmento potenciador 3’ de cadena pesada de rata de
0,6 kb en el extremo 3’, que se incluye en el inserto si el plásmido se digiere con NotI en lugar de XhoI o XhoI/SalI.

Se exploró una biblioteca de fago P1 (Genome Systems Inc., St. Louis, Missouri) mediante PCR usando el par de
cebadores oligonucleotídicos:

105



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 345 580 T3

Este par de cebadores se diseñó para generar un producto de PCR de 216 pb con un molde de gen γ humano. Se
descubrió que uno de los clones P1 identificados contenía los genes tanto γ3 como γ1 humanos dentro de un inserto
de 80 kb. El inserto de este clon que se representaba en la Figura 80 puede aislarse sustancialmente sin secuencias de
vector por digestión con NotI y SalI.

p11-14

El mapeo de restricción del clon γ3/γ1 humano P1-570 puso de manifiesto un fragmento BamHI de 14 kb próximo
al extremo 5’ del inserto. Este fragmento de 14 kb se subclonó en el vector plasmídico pGP1f de modo que el sitio
SalI procedente de polienlazador está adyacente al extremo 5’ del inserto. El plásmido resultante se denomina pB14.
Por separado, un fragmento de ADN genómico NdeI/SpeI de 11 kb que abarca el extremo 3’ del gen µ humano y el
extremo 5’ del gen λ humano, procedente del clon de plásmido pJ1NA (Choi et al. (1993) Nature Genetics 4: 117), se
subclonó en el sitio SalI de pBluescript (Stratagene, LaJolla, CA) usando adaptadores oligonucleotídicos sintéticos.
Después se aisló el inserto SalI resultante y se clonó en el sitio SalI de pB14 de modo que la orientación relativa 5’ a
3’ del fragmento µ de pJ1NA es la misma que la del fragmento γ de p1-570. El clon resultante se denomina p11-14.
El inserto de este clon puede aislarse, sustancialmente sin secuencias de vector, por digestión con NotI.

pHP-3a

El potenciador 3’ de cadena pesada de ratón (Dariavach et al. (1991) Eur. J. Immunol. 21:1499; Lieberson et al.
(1991) Nucleic Acids Res. 19: 933) se clonó a partir de una biblioteca de fago X de ADN genómico de ratón balb/c.
Para obtener una sonda, se usó ADN de timo de ratón balb/c total como molde para una amplificación por PCR usando
los dos oligonucleótidos siguientes:

El producto de amplificación de 220 pb resultante se clonó usando el Kit TA CloningTM (Invitrogen, San Diego,
CA) y el inserto se usó para explorar la biblioteca de fago de ratón. Un fragmento HindIII de 5,8 kb que hibridaba
positivamente de uno de los clones de fago resultantes se subclonó en pGP1f. La orientación del inserto de este subclón,
pHC3’ENfa, es tal que el sitio XhoI polienlazador está adyacente al extremo 5’ del inserto y el sitio SalI adyacente al
extremo 3’. El análisis de secuencia de nucleótidos de una porción de este fragmento HindIII confirmaba que contenía
el potenciador de cadena pesada 3’. El inserto de pHC3’ENfa incluye un sitio XhoI aproximadamente 1,9 kb cadena
del sitio EcoRI en el núcleo de la secuencia potenciadora. Este sitio XhoI se eliminó por digestión parcial, rellenado
con Klenow y religación para generar el clon pH3’Efx que incluye sitios XhoI y SalI únicos, respectivamente, en los
extremos 5’ y 3’ del inserto.

El extremo 3’ del clon γ3/γ1 humano P1-570 se subclonó de la forma siguiente: se digirió ADN P1-570 con NotI,
se trató con klenow y después se digirió con XhoI; y el fragmento terminal de 13 kb se aisló y se ligó con el vector
plasmídico pGP2b que se había digerido con BamHI, tratado con klenow y después digerido con XhoI. El plásmido
resultante pPX-3 había perdido el sitio NotI polienlazador adyacente al sitio XhoI polienlazador en el extremo 5’ del
inserto; sin embargo, el sitio XhoI permanece intacto y el inserto puede aislarse por digestión con NotI y XhoI o
SalI y XhoI. El potenciador 3’ que contienen el inserto XhoI/SalI de pH3’Efx se aisló y se ligó en el sitio SalI 3’ de
pPX-3 para generar el plásmido pHP-3a. El fragmento que contiene potenciador dentro del inserto pHP-3a se liga en
la orientación opuesta como el extremo 3’ del clon P1-570. Por lo tanto, pHP-3a contiene un sitio SalI interno y el
inserto se aísla por digestión con XhoI y NotI. Debido a que éste es un elemento potenciador, la orientación 5’ a 3’
generalmente no es crítica para su función.

HCo7

Para preparar la muestra de ADN de HCo7 para microinyección pronuclear, el ADN de cada uno de los cinco
plásmido descritos anteriormente se digirió con enzimas de restricción y se separó en un gel de agarosa. El clon
pH3V4D se cortó con NotI; el pCORIxa se cortó con NotI; el p11-14 se cortó con NotI; el pP1-570 se cortó con NotI
y SalI; y pHP-3a se cortó con NotI y XhoI. Los insertos de ADN se electroeluyeron y se purificaron adicionalmente
en un gradiente de CsCl en equilibrio sin EtBr. Los insertos se dializaron en tampón de inyección y se mezclaron
de la forma siguiente: 50 microlitros de inserto pH3V4D a 20,4 ng/microlitro; 50 microlitros de inserto pCOR1xa
a 20,8 ng/microlitro; 50 microlitros de inserto p11-14 a 15,6 ng/microlitro; 30 microlitros de inserto pP1-570 a 8,8
ng/microlitro; 60 microlitros de inserto pHP-3a a 10,8 ng/microlitro y 1,49 ml de tampón de inyección.

Animales transgénicos HCo7

La mezcla de ADN de HCo7 se microinyectó en los pronúcleos de embriones de medio día de edad y los embriones
se transfirieron a los oviductos de hembras seudogestantes como se describe por Hogan et al. (Manipulating the mouse
embryo, Cold Spring Harbor laboratories, Cold Spring Harbor NY).
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Se aisló ADN de la punta de la cola de 202 animales que se desarrollaron a partir de embriones microinyectados.
El análisis de transferencia de Southern de este ADN usando una sonda que comprendía secuencias µ y DH humanas,
puso de manifiesto 22 animales fundadores que habían incorporado al menos una porción del transgén HCo7. La Figura
81 muestra un análisis de la expresión de µ humana y γ1 humana en el suero de 6 animales G0 que se desarrollaron a
partir de embriones microinyectados con ADN de HCo7. Los niveles séricos de proteínas de inmunoglobulina humana
se midieron por ELISA como se describe en Lonberg et al. (1994) Nature 368: 856. Cuatro de estos seis ratones
mostraban pruebas de incorporación del transgén por análisis de transferencia de Southern y tres de estos ratones
expresaban proteínas tanto µ humana como γ1 humana en su suero. El único ratón transgénico que no expresaba
proteínas de inmunoglobulina humanas, según se determinó por análisis de transferencia de Southern, contenía sólo
un bajo número de copias del transgén, y es posible que el transgén completo no se incorporase o que este ratón fuera un
mosaico genético. Dos de los ratones HCo7 fundadores, Nº 11952 y Nº 11959, se cruzaron con ratones transgénicos
de minilocus de κ humana (línea 4436 de KCo4) que también eran homocigotos para interrupciones de los loci de
cadena ligera κ y pesada endógenos (Lonberg et al. en la obra citada), para generar ratones que eran homocigotos para
las dos interrupciones de locus endógenos y hemicigotos para los dos miniloci humanos introducidos, KCo4 y HCo7.
Cinco de estos ratones denominados dobles transgénicos/de doble deleción se analizaron para determinar la expresión
de IgM humana, IgG1 humana e IgG3 humana. Como control, tres ratones dobles transgénicos/de doble deleción
HC2/KCo4 se incluyeron en el análisis. Este experimento se presenta en la Figura 82. Los datos de ELISA en esta
figura se recogieron como en Lonberg et al. (en la obra citada) excepto porque para la detección de IgG3 humana, el
anticuerpo de recubrimiento era un mAb específico dirigido contra IgG3 humana (Nº cat. 08041, Pharmingen, La Jolla,
CA); los otros detalles del ensayo de IgG3 eran idénticos a los publicados para IgG1. Aunque los ratones HC2/KCo4
expresan sólo IgM humana e IgG1 humana, los ratones HCo7/KCo4 también expresan IgG3 humana además de estos
dos isotipos. La expresión de γ3 y γ1 humana en los ratones HCo7 también se ha detectado por amplificación por PCR
de ADNc sintetizado a partir de ARN aislado del bazo de un ratón transgénico. La Figura 83 representa productos de
amplificación de PCR sintetizados usando ADNc de bazo de tres líneas diferentes de ratones transgénicos: la línea
2550 es una línea transgénica HC2 mientras que las líneas 11959 y 11952 son líneas transgénicas HCo7. Se sintetizó
ADNc monocatenario a partir de ARN de bazo como se describe por Taylor et al. (1992) Nucleic Acid Res. 20: 6287.
El ADNc se amplificó después por PCR usando los dos oligonucleótidos siguientes:

Este par de cebadores dirige la síntesis de productos de PCR que abarcan la región de bisagra de transcritos γ
humanos. Debido a las diferencias en las estructuras de las regiones de bisagra γ1 y γ3 humanas, la amplificación por
PCR distingue entre estos dos transcritos. Un molde γ1 humano dirigirá la síntesis de un producto de PCR de 752 pb
mientras que γ3 humana dirige la síntesis de un producto de 893 pb. Aunque sólo el molde γ1 humano es detectable
en los bazos de HC2 línea 2550 y HCo7 línea 11959, en el bazo de HCo7 línea 11952 son detectables transcritos tanto
γ1 como γ3. Debido a la naturaleza no cuantitativa de este ensayo y debido a diferencias en la expresión de γ3 entre
animales individuales (mostradas por ELISA en la Figura 82), la incapacidad para observar γ3 en el bazo de HCo7
línea 11959 en la Figura 83 no indica que γ3 no se exprese en esta línea. También puede inducirse a las células de
bazo aisladas de los ratones HCo7/KCo4 para que expresen tanto IgG1 como IgG3 in vitro por estimulación con LPS
e IL4. Este experimento se muestra en la Figura 84. Células de bazo de un ratón doble transgénico/de doble deleción
HCo7/KCo4 macho de siete semanas de edad (Nº 12496; línea 11959/4436) ensayadas con respecto a la secreción
de inmunoglobulinas en respuesta al mitógeno de células B independiente de timo, LPS, en solitario o junto con
diversas citocinas. Se enriquecieron esplenocitos para células B por eliminación citotóxica de células T. Las células
enriquecidas en células B se sembraron en placas de 24 pocillos a 2 x 106 células por pocillo en 2 ml de FCS al 10% en
RPMI-1640. Se añadió LPS a todos los pocillos a 10 microgramos/ml. Se añadió IL-2 a 50 unidades/ml, se añadió IL-
4 a 15 ng/ml, se añadió IL-6 a 15 ng/ml y se añadió IFNγ a 100 unidades/ml. Los cultivos se incubaron a 37ºC, CO2 al
5% durante 10 días, y después los sobrenadantes se analizaron con respecto a IgG1 e IgG3 humana por ELISA. Todos
los reactivos para el ELISA eran anti-sueros policlonales de Jackson Immunologicals (West Grove, PA), excepto por
la captura de anti-IgM humana que era un anticuerpo monoclonal de The Binding Site (Birmingham, Reino Unido).

Ejemplo 38

Este ejemplo demuestra la introducción con éxito en un genoma de ratón de segmentos V de cadena ligera humana
funcional por coinyección de un minilocus de cadena ligera κ humana y un clon YAC que comprende múltiples seg-
mentos Vκ humanos. El ejemplo muestra que los genes de segmento Vκ contenidos en el YAC contribuyen al repertorio
expresado de cadenas κ humanas en el ratón resultante. El ejemplo demuestra un método para la expansión de reper-
torio de proteínas inmunoglobulina humana codificadas por transgén y muestra específicamente cómo un repertorio
de región variable de cadena κ humana puede expandirse por co-introducción de polinucleótidos no asociados que
comprenden segmentos de región variable de inmunoglobulina humana.
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Introducción de segmentos V de cadena ligera humana funcionales por co-inyección de ADN de clon de cromosoma
artificial de levadura que contiene Vk y ADN de clon de minilocus de cadena ligera k

I. Análisis de una cepa de levadura que contiene segmentos génicos de Vk humanos clonados.

Se aisló el ADN genómico total de una cepa de levadura que contenía un cromosoma artificial de levadura de 450
kb (YAC) que comprendía una porción del locus Vκ humano (designación de biblioteca de YAC ICRF 4x17E1). Para
determinar la identidad de algunos de los segmentos génicos de Vκ incluidos en este clon de YAC, el ADN genómico se
usó como sustrato para una serie de reacciones de amplificación por PCR específicas de familia Vκ. Cuatro cebadores
5’ diferentes se emparejaron cada uno con un solo cebador 3’ consenso en cuatro conjuntos de amplificaciones. Los
cebadores 5’ eran o-270 (5’-gac atc cag ctg acc cag tct cc-3’; SEC ID Nº: 192), o-271 (5’-gat att cag ctg act cag tct
cc-3’; SEC ID Nº: 193), o-272 (5’-gaa att cag ctg acg cag tct cc-3’; SEC ID Nº: 194), y o-273 (5’-gaa acg cag ctg
acg cag tct cc-3’; SEC ID Nº: 195). Estos cebadores se usan por Marks et al. (Eur. J. Immunol. 1991. 21, 985) como
cebadores específicos de la familia Vκ. El cebador 3’ o-274 (5’-gca agc ttc tgt ccc aga ccc act gcc act gaa cc-3’; SEC
ID Nº: 196), se basa en una secuencia consenso para FR3. Cada uno de los cuatro conjuntos de cebadores dirigía la
amplificación del fragmento de 0,2 kb esperado a partir del ADN genómico de levadura que contenía el clon de YAC
4x17E. Los 4 conjuntos de productos de amplificación diferentes se purificaron en gel después y se clonaron en el
sitio PvuII/HindIII del vector plasmídico pSP72 (Promega). El análisis de secuencia de nucleótidos de los 11 clones
resultantes identificó siete genes V distintos. Estos resultados se presentan a continuación en la Tabla 14.

TABLA 14

Identificación de segmentos Vκ humanos en el YAC 4x17E1

Todas las secuencias amplificadas a partir del clon de YAC se asignan de modo inequívoco a genes de Vκ que se
mapean en el grupo distal o son compatibles con secuencias génicas distales. Como ninguna de las secuencias podría
asignarse inequívocamente a genes de V proximales, parece que el YAC 4x17E1 incluye secuencias de la región de
Vκ distal. Además, una de las secuencias identificadas, el clon nº 7 (Vk02), se localiza cerca del extremo J proximal
del grupo distal, mientras que otra secuencia, los clones nº 1 y 4 (VkL22), se localiza más de 300 kb cadena arriba,
cerca del extremo J distal del grupo distal. Por lo tanto, si el clon de YAC de 450 kb 4x17E1 representa una copia no
delecionada del fragmento génico humano correspondiente, comprende al menos 32 segmentos de Vκ diferentes. Sin
embargo, algunos de éstos son pseudogenes no funcionales.
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2. Generación de ratones transgénicos que contienen segmentos génicos de Vκ derivados de YAC

Para obtener ADN de YAC purificado para microinyección en pronúcleos de embriones, el ADN genómico total
se fraccionó por tamaño en geles de agarosa. Las células de levadura que contenían el YAC 4x17E1 se incluyeron
en agarosa antes de la lisis y el ADN de YAC se separó del ADN cromosómico de levadura por electroforesis en
gel de campo pulsado convencional (de acuerdo con las especificaciones de los fabricantes: celda de electroforesis
en gel CHEF DR-II, BIO-RAD Laboratories, Richmond CA). Se tiñeron seis geles de campo pulsado individuales
con bromuro de etidio y el material de gel que contenía el clon de YAC se cortó del resto del gel. Los cortes de gel
que contenían YAC se incluyeron después en un nuevo molde de gel de agarosa (baja temperatura de fusión) en una
bandeja de gel triangular. El gel triangular resultante se prolongaba en el vértice con un gel estrecho que contenía dos
moles/litro de acetato sódico además del tampón de gel convencional (Figura 85).

Después, el gel se puso en una cámara de electroforesis sumergida en tampón de gel convencional. La sustancia
formadora de gel en forma de “Y” se eleva por encima de la superficie del tampón de modo que la corriente puede
fluir solamente hacia el corte de gel de alto contenido en sales estrecho. Se puso un bloque de plexiglás sobre el corte
de gel de alto contenido en sales para evitar la difusión del NaOAc en el tampón de gel. El ADN de YAC se sometió
después a electroforesis para sacarlo de los cortes de gel originales e introducirlo en el bloque de alto contenido en
sales estrecho. En el punto de transición del gel de bajo contenido en sales al gel de alto contenido en sales, existe
una caída de la resistencia que detiene eficazmente la migración del ADN de YAC a través del gel. Esto conduce
a una concentración del ADN de YAC en el vértice del gel triangular. Después de la electroforesis y la tinción, el
ADN de YAC concentrado se retiró por corte del resto del ADN y la agarosa se digirió con GELase (EPICENTRE
Technologies). Después se añadió cloruro de cesio al líquido que contenía ADN de YAC para obtener una densidad de
1,68 g/ml. Esta solución se centrifugó a 37.000 rpm durante 36 h para separar el ADN del material contaminante. Se
aislaron fracciones de 0,5 ml del gradiente de densidad resultante y la fracción que contenía ADN máximo se dializó
contra tris 5 mM (pH 7,4)/NaCl 5 mM/EDTA 0,1 mM. Después de la diálisis, se observó que la concentración de
la solución de 0,65 ml resultante de ADN de YAC era de 2 microgramos/ml. Este ADN se mezcló con inserto de
ADN purificado de plásmidos pKCIB y pKV4 (Lonberg et al. 1994. Nature 368, 856) a una proporción de 20: 1: 1
(microgramos de YAC4x17E1: KC1B: KV4). La solución de 2 microgramos/ml resultante se inyectó en los pronúcleos
de embriones de ratón de medio día y 95 embriones microinyectados supervivientes se transfirieron a los oviductos de
hembras pseudogestantes. Nacieron 39 ratones que se desarrollaron a partir de los embriones microinyectados. Dos de
estos ratones, el nº 9269 y el nº 9272 se usaron para establecer líneas transgénicas. Las líneas se denominaron KCo5-
9269 y KCo5-9272.

Se realizó un análisis de transferencia de Southern de ADN genómico de ratones de las líneas KCo5-9269 y KCo5-
9272 para determinar si los segmentos de Vκ derivados de YAC 4x17E1 se habían incorporado en sus genomas. Un
segmento génico de Vκ VkA10, (nº de acceso x12683; Straubinger et al. 1988. Biol. Chem. Hoppe-Seyler 369, 601-
607) de la mitad del grupo de Vκ distal se seleccionó como sonda para el análisis de transferencia de Southern. Para
obtener la sonda clonada, el gen de VkA10 se amplificó primero por PCR. Los dos oligonucleótidos o-337 (5’- cgg
tta aca tag ccc tgg gac gag ac -3’; SEC ID Nº: 197) y o-338 (5’-ggg tta act cat tgc ctc caa agc ac-3’; SEC ID Nº:
198) se usaron como cebadores para amplificar un fragmento de 1 kb de YAC 4x17E1. El producto de amplificación
se purificó en gel, se digirió con HincII y se clonó en pUC18 para obtener el plásmido p17E1A10. El inserto de
este plásmido se usó después para sondar una transferencia de southern de ADN de KCo5-9269 y KCo5-9272. La
transferencia mostraba hibridación de la sonda con los fragmentos de restricción esperados en el ADN de ratón KCo5-
9272 solamente. Esto indica que el gen VkA10 se incorpora en el genoma de ratones KCo5-9272 y no de ratones
KCo5-9269. La línea de ratones KCo5-9272 se cruzó después con ratones HC2-2550/JHD/JKD para obtener ratones
homocigotos para las interrupciones de los loci de cadena ligera κ y pesada endógenos y hemi- u homocigotos para
los transgenes HC2 y KCo5. Los animales que son homocigotos para interrupciones de los loci de cadena ligera κ y
pesada endógena y hemi- u homocigotos para transgenes de cadena ligera κ y pesada humana se denominan ratones
dobles transgénicos/de doble deleción.

Se realizó un experimento de clonación de ADNc para determinar si cualquiera de los genes de Vk derivados de
YAC se expresaba en ratones de la línea KCo5-9272. El ratón doble transgénico/de doble deleción nº 12648 (HC2-
2550/KCo5-9272/JHD/JKD) se sacrificó y se aisló el ARN total a partir del bazo. Se sintetizó ADNc monocatenario
a partir del ARN y se usó como molde en cuatro reacciones de PCR separadas usando los oligonucleótidos o-270, o-
271, o-272 y o-273 como cebadores 5’ y el oligonucleótido específico de Cκ o-186 (5’- tag aag gaa ttc agc agg cac aca
aca gag gca gtt cca -3’; SEC ID Nº: 173), como cebador 3’. Los productos de amplificación se clonaron en el vector de
clonación pCRII TA (Invitrogen). Se determinó la secuencia de nucleótidos de 19 insertos. Los resultados del análisis
de secuencia se resumen en la Tabla 15 a continuación.
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TABLA 15

Identificación de genes de Vk humanos expresados en la línea de ratón KCo5-9272

Estos resultados muestran que al menos 3 de los segmentos génicos de Vκ derivados de YAC A10, L18 y L24
contribuyen al repertorio humano expresado de los ratones de la línea KCo5-9272.

Para determinar el efecto de este repertorio aumentado sobre el tamaño de las diversas poblaciones celulares
B220+ en médula ósea y bazo, se realizó un análisis citométrico de flujo en ratones de línea KCo5-9272. Parte de este
análisis se muestra en las Figuras 86 y 67. En este experimento se comparan dos ratones dobles transgénicos/de doble
deleción, conteniendo uno el transgén KCo5 y conteniendo el otro el transgén KCo4. Estos dos transgenes comparten
las mismas secuencias de región constante y de unión, así como las mismas secuencias intrónicas y potenciador 3’.
También comparten cuatro segmentos génicos de V clonados diferentes; sin embargo, el transgén KCo5 incluye los
segmentos de V adicionales derivados de YAC 4x17E1 que no se incluyen en el transgén KCo4. Se aislaron células a
partir del ratón nº 13534 (HC2-2550/KCo5-9272/JHD/JKD) y el ratón nº 13449 (HC2-2550/KCo4-4436/JHD/JKD).
Se tiñeron células de médula ósea con anti-B220 de ratón (Caltag, South San Francisco, CA), anti-CD43 de ratón
(Pharmingen, La Jolla, CA) y anti-IgM humana (Jackson Immunologic, West Grove, PA). Se tiñeron células de bazo
con anti-B220 de ratón y anti-IgM humana.

La Figura 86 muestra una comparación de las poblaciones de células B y de poblaciones progenitoras de células
B en la médula ósea de ratones KCo5 y KCo4. La fracción de células B en la médula ósea (B220+, IgM+) es apro-
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ximadamente tres veces superior en los ratones KCo5 (6%) de lo que lo es en ratones KCo4 (2%). La población de
células pre-B (B220+, CD43−, IgM−) también es superior en los ratones KCo5 (el 9%, en comparación con el 5% para
KCo4). Además, el compartimento pro-B (B220+, CD43+) está elevado en estos ratones (el 11% para KCo5 y el 5%
para KCo4). Aunque cada uno de estos tres compartimentos es superior en los ratones KCo5 de lo que lo es en los
ratones KCo4, los niveles son todavía aproximadamente la mitad de los encontrados en ratones de tipo silvestre. El
aumento en el número de células B de médula ósea es presumiblemente una consecuencia directa del mayor tamaño
de repertorio. El mayor repertorio primario de estos ratones puede proporcionar Ig de membrana con alguna afinidad
umbral mínima para antígenos endógenos. La unión al receptor podría permitir después la proliferación de las células
B que expresan la Ig reactiva. Sin embargo, debido a que las células pre-B y pro-B no expresan genes de cadena ligera,
la explicación para los mayores tamaños de estos dos compartimentos en los ratones KCo5 no es inmediatamente
evidente. Los compartimentos progenitores de células B pueden ser de mayor tamaño en ratones KCo5 debido a que
el mayor número de células B genera un entorno de médula ósea que es más conducente a la expansión de estas po-
blaciones. Este efecto podría estar mediado directamente por factores secretados o por contactos célula-célula entre
células B y células progenitoras o podría estar mediado indirectamente por titulación de factores o células que de otro
modo inhibirían la supervivencia o la proliferación de las células progenitoras.

La Figura 87 muestra una comparación de las poblaciones de células B esplénicas (B220+, IgM+) en ratones KCo5
y KCo4. La diferencia principal entre estos dos ratones son los tamaños relativos de poblaciones de células B B220mate

(6% en los ratones KCo5 y 13% en los ratones KCo4). Las células B220mate son mayores que las células B B220brillante y
una mayor fracción de las mismas expresa la cadena ligera 1. Éstas son características de la denominada población B1
que normalmente domina la población de células B peritoneales en ratones de tipo silvestre. Los bazos de los ratones
KCo4 comprenden una fracción anómalamente elevada de células de B220mate, mientras que los ratones KCo5 tienen
una distribución más normal de estas células. Sin embargo, ambas cepas contienen aproximadamente de una mitad a
un tercio del número normal de células B en el bazo.

Ejemplo 39

Este ejemplo demuestra el uso con éxito de ratones transgénicos KCo5 del Ejemplo 38 para aislar clones de
hibridoma que secretan anticuerpos monoclonales IgG humanos específicos de antígeno de alta afinidad.

Inmunización. Se inmunizó por vía intraperitoneal cada dos semanas durante ocho semanas un ratón de doble
deleción/doble transgénico (KCo5-9272/HC2-2550/JHD/JKD, nº 12657) con 4 a 10 x 106 células T4D3 irradiadas,
una línea de células T murinas que expresa CD4 humano (Dr. Jane Parnes, Stanford University) seguido de una
inyección intraperitoneal dos semanas después de 20 mg de CD4 humano recombinante soluble (sCD4; Intracell) en
adyuvante incompleto de Freund (Sigma). Los ratones se reforzaron una vez 3 días antes de la fusión con 20 mg de
sCD4 por vía intravenosa.

Fusión de hibridoma. Se fusionaron suspensiones de una sola célula de linfocitos esplénicos procedentes del ratón
inmunizado con un sexto del número de células de mieloma de ratón no secretoras P3X63-Ag8.653 (ATCC CRL
1580) con PEG al 50% (Sigma). Las células se sembraron a aproximadamente 2 x 105 en placas de microtitulación de
fondo plano, seguido de una incubación de dos semanas en medio selectivo que contenía Suero de Clon Fetal al 20%
(HyClone), medio acondicionado “653” al 18%, Origen al 5% (IGEN), L-glutamina 4 mM, piruvato sódico 1 mM,
HEPES 5 mM, 2-mercaptoetanol 0,055 mM, penicilina 50 unidades/ml mM, estreptomicina 50 mg/ml, gentamicina
50 mg/ml mM y HAT 1X (Sigma; el HAT se añadió 24 después de la fusión). Después de dos semanas, las células se
cultivaron en medio en el que el HAT se sustituyó con HT. Los pocillos se exploraron mediante ELISA y citometría
de flujo una vez que se observaba un crecimiento de hibridoma considerable o medio gastado.

Exploración de hibridoma mediante ELISA. Para detectar mAb anti-CD4, se recubrieron placas de microtitulación
(Falcon) durante una noche a 4ºC con 50 ml de 2,5 mg/ml de sCD4 en PBS, se bloquearon a TA durante 1 h con
100 ml de suero de pollo al 5% en PBS y después se incubaron secuencialmente a TA durante 1 h cada una con
diluciones 1:4 de sobrenadante de hibridomas, dilución 1:1000 de fragmentos F(ab’)2 de anticuerpo de cabra anti-IgG
humana conjugado con peroxidasa de rábano picante (HRPO) (Jackson) o dilución 1:250 de anticuerpo de cabra anti-
IgK humana conjugado con HRPO (Sigma) más suero de ratón normal al 1% y, por último, con ABTS 0,22 mg/ml
en tampón citrato y fosfato 0,1 M, pH 4 con H2O2 al 0,0024%. Las placas se lavaron 3-6 veces con tampón de lavado
(Tween-20 al 0,5% en PBS) entre todas las incubaciones excepto la primera. Se usó diluyente (tampón de lavado con
suero de pollo al 5%) para diluir los sobrenadantes y los conjugados con HRPO. Se midió la absorbancia usando
longitudes de onda dobles (la DO a la longitud de onda de referencia de 490 nm se restó de la DO a 415 nm).

Para detectar mAb que contenían λ de ratón se usó el protocolo de ELISA anterior con las excepciones siguientes.
Se recubrieron pocillos de placas de microtitulación con 100 ml de 1) anticuerpo de cabra anti-λ de ratón (Pierce) 1,25
mg/ml, 2) anticuerpo de cabra anti-Fcγ humano (Jackson) 1,25 mg/ml o 3) sCD4 (ABT) 2,5 mg/ml. Para la etapa de
detección, se usaron 100 ml de anticuerpo de cabra anti-ratón 1 (SBA) conjugado con biotina 1:5000 seguido de 100
ml de estreptavidina conjugada con HRPO (Jackson) 1:1000. Se usaron patrones de mAb murinos y humanos a las
concentraciones indicadas. Para buscar reactividad cruzada con antígenos no relacionados, se recubrieron los pocillos
con CEA (Crystal Chem), KLH (CalBiochem), HSA (Sigma), BSA (Sigma) u OVA (Sigma; todos a 2 mg/ml, excepto
el CEA que era a 2,5). Los anticuerpos apropiados se titularon y se usaron como controles positivos (IgM humana anti-
CEA (GenPharm), de conejo anti-KLH (Sigma), de oveja anti-HSA (The Binding Site), de oveja anti-BSA (The Bin-
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ding Site) y de oveja anti-OVA (The Binding Site)). Cualquier anticuerpo unido se detectó con conjugados con HRPO
de cabra anti-IgM humana, burro anti-IgG de conejo o burro anti-IgG de oveja (todos diluidos 1:1000 y obtenidos de
Jackson). De otro modo, se siguió el protocolo de ELISA convencional.

Exploración de hibridoma por ensayo de citometría de flujo. Para explorar adicionalmente en busca de mAb
reactivos con CD4 de superficie celular nativo, se incubaron 5 x 105 células SupT1 (ATCC CRL 1942) en hielo con
una dilución 1:2 de sobrenadante gastado de las placas de fusión durante 30 min, se lavaron dos veces con tampón de
tinción frío (BSA al 0,1%, NaN3 al 0,02% en PBS), se incubaron con 1,5 mg/ml de un fragmento F(ab’)2 de anticuerpo
de cabra anti-Fcg humano conjugado con FITC (FITC-GaHuIgG; Jackson) durante 15 min, se lavaron una vez y se
analizaron inmediatamente en un FACScan (Becton-Dickinson).

Hibridomas reactivos con CD4. Usando las técnicas de ELISA y citometría de flujo descritas anteriormente, se
identificaron 12 clones de hibridoma que secretaban IgG humana específicamente reactiva con CD4 humano nativo.
Diez de estos doce clones se subclonaron adicionalmente. Ocho de estos subclones se identificaron como hibridomas
secretores de IgG1κ humana. Los otros dos expresaban una cadena ligera X de ratón. Los pocillos parentales para los
8 clones totalmente humanos eran: 1E11, 2E4, 4D1, 6C1, 6G5, 7G2, 10C5 y 1G1. Los ensayos citométricos de flujo
de la unión de 3 de los subclones de IgGk totalmente humanos (4D1.4, 6G5.1 y 10C5.6) se muestran en la Figura 88.

La Figura 88 muestra la unión de anticuerpos monoclonales IgGκ anti-nCD4 a células SupT1 CD4+. Las células
de cultivos en crecimiento en fase logarítmica se lavaron y se tiñeron sin anticuerpo monoclonal, 4E4.2 (como control
negativo), Leu3a quimérico (como control positivo) o con uno de los 10 anticuerpos monoclonales IgG humana anti-
nCD4. Cualquier anticuerpo monoclonal unido se detectó con anticuerpo de cabra anti-Fcγ humano conjugado con
FITC. Los diez anticuerpos monoclonales se unían a células SupT1 aunque sólo se muestran datos en la presente
memoria para tres de ellos.

Análisis de secreción de anticuerpo humano por hibridomas clonados. Para comparar los niveles de crecimiento y
secreción de mAb, los subclones se pusieron en cultivos repetidos en medio HT en placas de 24 pocillos a una densidad
inicial de 2 x 105 células/ml. Cada día durante 7 días, se recogió uno de los cultivos repetidos para cada subclón y se
determinó el número de células, la viabilidad celular (mediante exclusión con Azul tripán) y la cantidad de mAb en el
sobrenadante (mediante un ELISA cuantitativo para γ humana total). La Tabla 16 muestra los datos para la secreción
de anticuerpos por 7 de los subclones de hibridoma.

TABLA 16

Niveles de Secreción para Anticuerpos Monoclonales IgGk Anti-nCD4

Purificación de mAb humanos. Los clones de hibridoma individuales se cultivaron en medio sin HT y Origen
y el FCS se disminuyó gradualmente hasta aproximadamente el 2-3% en los 11 cultivos finales. Se recogieron los
sobrenadantes una vez que la viabilidad de los hibridomas había disminuido por debajo de aproximadamente el 30%.
Para purificar los mAb IgGk, los sobrenadantes gastados se centrifugaron para eliminar las células, se concentraron por
ultrafiltración hasta aproximadamente 50 a 100 ml, se diluyeron 1:5 con PBS, pH 7,4, y se cargaron en una columna
de Proteína A de 5 ml (Pharmacia). Después de lavar con 3-5 volúmenes de columna de PBS, los mAb IgGK humanos
se eluyeron con HCl 0,1, NaCl 150 mM, pH 2,8 y se neutralizaron inmediatamente con base Tris 1 M. Se combinaron
fracciones de columna que contenían material con una DO280 > 0,2 y se dializaron en PBS. La DO280 se determinó
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después y se usó un coeficiente de absortividad de 1,4 para calcular la concentración de proteína de Ia IgG humana.
No se detectaron mAb en el flujo y el % de recuperaciones variaba del 93 al 100%. Se obtuvieron de tres a seis mg de
cada mAb purificado con una pureza de >90%.

Análisis de anticuerpos monoclonales de hibridomas clonados

Para investigar la especificidad de unión de los mAb, se aislaron PBMC humanos sobre Ficoll y se tiñeron de la
forma siguiente. Se incubaron PBMC humanas (106) en tampón de tinción durante 30 min en hielo, en reacciones
separadas, con volúmenes equivalentes de sobrenadante de cada uno de tres de los hibridomas subclonados (4D1.4,
6G5.1 y 10C5.6) o con un mAb de control negativo del mismo isotipo, se lavaron dos veces y se incubaron 20 min en
hielo con 1 mg/ml de FITC-GaHuIgG junto con 10 ml de mAb de ratón anti-CD4 humano (Leu3a; Becton-Dickinson)
conjugado con ficoeritrina (PE), 10 ml de mAb de ratón anti-CD8 humano (Leu2a; Becton-Dickinson) conjugado con
PE o 5 ml de mAb de ratón anti-CD19 humano (SJ25-CI; Caltag) conjugado con PE. Los linfocitos seleccionados se
analizaron después en un citómetro de flujo FACScan (Becton Dickinson, San José, CA). Se descubrió que los tres
anticuerpos se unían específicamente a la fracción CD4 de las PBMC humanas.

Para aproximarse a la localización del epítopo reconocido por estos tres mAb, se preincubaron 5 x 105 células
SupT1 durante 20 min en hielo con tampón, RPA-Te4 2,5 mg/ml o Leu3a 2,5 mg/ml en tampón de tinción, después
durante 30 min con uno de los 10 mAb de IgG (en sobrenadante diluido 1:2) y finalmente con anticuerpo de cabra
anti-Fcγ humano conjugado con FITC 0,5 ml/mg para detectar cualquier IgG humana unida. Las células se lavaron
dos veces con tampón de tinción antes y una vez después de la última etapa. Los resultados de este ensayo de bloqueo
se muestran en la Figura 89. Ninguno de los tres anticuerpos comparte un epítopo con RPA-T4, mientras que 6G5.1 y
10C5.6 parecen reconocer el mismo epítopo (o uno adyacente) al reconocido por Leu3a.

Determinaciones de las constantes de velocidad y equilibrio

Se inmovilizó sCD4 (de 2500 a 4200 RU) por acoplamiento covalente por medio de grupos amina con la superficie
de microplaca detectora de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se hicieron fluir diluciones de anticuerpos
sobre las microplacas detectoras acopladas con antígeno hasta que se alcanzó el equilibrio y después se dejó que
fluyera solamente tampón. Para cada fase de la reacción, unión y disociación, se representó la fracción de anticuerpo
unido a lo largo del tiempo. La derivada de la curva de unión (dR/dt) se calculó y se representó frente a la respuesta
para cada concentración. Para calcular la constante de velocidad de asociación (kasoc), las pendientes de las líneas
resultantes se representaron después frente a la concentración del anticuerpo monoclonal. La pendiente de la línea
de esta gráfica se correspondía con la kasoc. La constante de velocidad de disociación (kdisoc) se calculó a partir del
logaritmo de la disminución de respuesta (durante la fase de flujo de tampón) frente al intervalo de tiempo. La Ka se
obtenía por división de la kasoc por la kdisoc. Los datos de constante de afinidad y velocidad medidos para 5 anticuerpos
monoclonales purificados diferentes obtenidos a partir de los ratones doble transgénicos/de doble deleción KCo5/HC2
y un anticuerpo purificado obtenido a partir de una fuente comercial (Becton Dickinson, San José, CA) se presentan
en la Tabla 17.

TABLA 17

Constantes de velocidad y avidez para anticuerpos monoclonales que se unen a CD4 humano

Reacción de linfocitos mixtos (MLR). Para comparar la eficacia in vitro del anticuerpo monoclonal humano 10C5.6
obtenido a partir del ratón transgénico KCo5 con la del anticuerpo de ratón Leu3a, se realizó un ensayo de MLR.
Se aislaron PBMC humanas de 2 donantes no relacionados sobre Ficoll y se purificaron PBL CD4+ de cada donante
usando una columna de CD4 (Human CD4 Cellect, Biotex Laboratories, Inc., Canadá) de acuerdo con las indicacio-
nes del fabricante. Se obtuvieron células estimulantes inactivadas por tratamiento de PBMC de ambos donantes con
mitomicina C 100 mg/ml (Aldrich) en medio de cultivo (RPMI 1640 con suero AB humano inactivado por calor al
10% (de NABI), Hepes, piruvato sódico, glutamina, pen/estrep y b-mercaptoetanol (todos usados a las concentracio-
nes recomendadas por el fabricante)) durante 30 min a 37ºC seguido de 3 lavados con medio de cultivo. Se filtraron
de forma estéril concentraciones variables de mAb diluidos en medio de cultivo o medio de cultivo solamente y se
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añadieron a 100 ml por pocillo por triplicado en una placa de fondo redondeado de 96 pocillos. Después se añadieron
a cada pocillo 50 ml de 105 PBL CD4+ de un donante en medio de cultivo y 105 PBMC tratadas con mitomicina C del
otro donante en 50 ml de medio de cultivo. Se prepararon placas de control con células de respuesta de PBL CD4+ en
solitario más mAb para controlar cualquier efecto tóxico o mitógeno de los mAb. También se incluyeron un control
con solo estimulante y un control de fondo de medio. Después de siete días en una incubadora humidificada con CO2
al 5% a 37ºC, se retiraron 100 ml de sobrenadante de cada pocillo y se añadieron 20 ml de reactivo colorimétrico
(Cell Titer 96AQ kit, Promega Corporation, Madison, WI). Se permitió que se desarrollara el color durante 4 a 6 h y
las placas se leyeron a 490 nm. Los resultados de este experimento, representados en la Figura 90, muestran que el
anticuerpo IgGIk humano 10C5.6 es al menos tan eficaz como Leu3a en el bloqueo de la función de células CD4 de
PBMC humana en este ensayo.

Ejemplo 40

Características de Unión de Anticuerpos Monoclonales IgGkappa Humanos Anti-CD4

Este ejemplo proporciona las características de unión de anticuerpos monoclonales IgGκ humanos derivados de
clones de hibridoma obtenidos a partir de ratones transgénicos HC2/KCo5/JHD/JCKD inmunizados con CD4 humano.
Se ha demostrado que los anticuerpos monoclonales tienen una alta avidez y afinidad por CD4 humano natural y
recombinante.

Se obtuvieron células de 10 líneas celulares de hibridoma individuales (1E11, 1G2, 6G5, 10C5, 1G1, 6C1, 2E4,
7G2,1F8 y 4D1) que secretan anticuerpos monoclonales IgG kappa humana (mAb) reactivos con CD4 humano, a partir
de ratones transgénicos JHD/JCKD/HC2/KCo5. Las líneas celulares se cultivaron en cultivo y se aislaron proteínas de
anticuerpo a partir del sobrenadante (Fishwild, et al. 1996, Nature Biotechnology 14, 845-851, que se incorpora en la
presente memoria como referencia). Se usaron anticuerpos purificados por cromatografía de afinidad con Proteína A
para medir las constantes de unión. Los resultados se presentan en las Tablas 18 y 19.

Las constantes de velocidad y equilibrio presentadas en la Tabla 18 se determinaron con un BIAcore (Pharmacia
Biosensor) usando anticuerpo de cabra anti-IgG humana (específico de Fc) acoplado a la microplaca detectora y
haciendo fluir sobre la misma una concentración saturante de mAb seguido de diversas concentraciones de antígeno
(rCD4). Estas constantes se obtuvieron de tres experimentos usando mAb purificados.

TABLA 18

Constantes de Afinidad y Velocidad
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Las constantes de velocidad y equilibrio presentadas en la Tabla 19 se determinaron con un BIAcore usando antí-
geno (rCD4) acoplado a la microplaca detectora y haciendo fluir mAb sobre la misma. Estas constantes se obtuvieron
a partir de al menos tres experimentos independientes usando mAb purificados.

TABLA 19

Constantes de Avidez y Velocidad
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La Tabla proporciona constantes de equilibrio para mAb anti-CD4 presentados en la bibliografía científica.

TABLA 20

Constantes de Avidez y Velocidad descritas para anticuerpos monoclonales Anti-CD4

Las determinaciones de avidez y afinidad descritas anteriormente se realizaron con CD4 recombinante (rCD4).
Para determinar la avidez de los anticuerpos monoclonales humanos por CD4 nativo (nCD4) se usó un ensayo de
unión adicional que no requería que se modificase el anticuerpo. En concreto, se incubaron diluciones seriadas de
anticuerpo con células SupT1 durante 6 h en hielo, se lavaron y se detectó cualquier anticuerpo unido con anticuerpo
de cabra anti-Fcγ humano con FITC. La Ka se determinó a partir de la concentración de anticuerpo que proporciona
la mitad de la fluorescencia máxima (se usó un ajuste de cuatro parámetros). Los resultados demuestran que los diez
anticuerpos monoclonales humanos se unen muy bien a nCD4, con valores Ka >109 M−1 (Tabla 21). La mayoría de
los anticuerpos, incluyendo Leu3a quiméricos, se unen peor a nCD4 que a rCD4. Esto podría deberse a diferencias en
la densidad de antígeno así como a diferencias entre los dos antígenos.
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TABLA 21

Constantes de Avidez Determinadas por Citometría de Flujo

Ejemplo 41

Identificación de Secuencias de Nucleótidos que Codifican Anticuerpos IgGkappa Humanos Anti-CD4

Este ejemplo demuestra que cada uno de los hibridomas ensayado produce sólo un transcrito de ARN de cadena
ligera o pesada funcional, que concuerda con una exclusión alélica de funcionamiento apropiado. Además, el análisis
de secuencia de segmentos CDR de cadena ligera y pesada indica que ha tenido lugar una mutación somática de los
transgenes de inmunoglobulina.

Se usaron células de cinco líneas celulares de hibridoma individuales (1E11, 1G2, 6G5, 10C5 y 4D1) que secre-
tan anticuerpos monoclonales de IgG kappa humana reactivos con CD4 humano y proceden de ratones transgénicos
JHD/JCKD/HC2/KCo5 para aislar ARN que codifica cada uno de los anticuerpos individuales (Fishwild et al. 1996,
Nature Biotechnology 14, 845-851). El ARN se usó como sustrato para sintetizar ADNc, que después se usó para
amplificar secuencias de transcritos kappa y gamma de Ig humana mediante PCR usando cebadores específicos para
VH, Vkappa, Cgamma y Ckappa humanas (Taylor et al. 1992, Nucleic Acids Res. 20, 6287-6295; Larrick, J.W., et al.
(1989), Bio/Technology. 7. 934-938; Marks, J.D., et al. (1991). Eur. J. Immunol. 21. 985-991; Taylor, et al., 1994, Int.
Immunol. 6, 579-591). Las secuencias de cadena ligera kappa y pesada de Ig amplificadas se clonaron en plásmidos
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bacterianos y se determinaron las secuencias de nucleótidos. El análisis de las secuencias que abarcaban uniones VJ
de cadena ligera y VDJ de cadena pesada puso de manifiesto transcritos de cadena ligera y pesada en fase de lectura
para cada uno de los 5 clones, y en algunos casos transcritos estériles fuera de fase de lectura adicionales que repre-
sentaban alelos no funcionales. De acuerdo con una exclusión alélica de funcionamiento apropiado, en ningún caso se
identificó más de un transcrito de cadena ligera o pesada funcional único para cada uno de los clones individuales. A
las secuencias de nucleótidos parciales para cada uno de los diez transcritos funcionales se les asignaron las SEC ID
siguientes: gamma de 1E11 [SEC ID Nº: 199]; kappa de 1E11 [SEC ID Nº: 200]; gamma de 1G2 [SEC ID Nº: 201];
kappa de 1G2 [SEC ID Nº: 202]; gamma de 6G5 [SEC ID Nº: 203]; kappa de 6G5 [SEC ID Nº: 204]; gamma de 10C5
[SEC ID Nº: 205]; kappa de 10C5 [SEC ID Nº: 206]; gamma de 4D1 [SEC ID Nº: 207]; kappa de 4D1 [SEC ID Nº:
208] y se presentan en la Tabla 22. Toda las secuencias se presentan en una orientación 5’ a 3’.

TABLA 22

Secuencia de nucleótidos parcial para transcritos funcionales
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El análisis de estas secuencias de ADN demuestra que los 5 clones de hibridoma representan descendientes de 4
células B primarias individuales. La Tabla 23 muestra las secuencias de aminoácidos derivadas de cada una de las
diez regiones CDR3 y las asignaciones para segmentos génicos de línea germinal incorporados en cada uno de los
genes que codifican estos transcritos. Las asignaciones de línea germinal se basan en secuencias de genes publicadas
disponibles en el National Center for Biotechnology Information, National Library of Medicine, National Institutes
of Health, Bethesda, Md. Véase también: Cook et al. 1994, Nature Gene. 7, 162-168; Tomlinson et al. 1992, J. Mol.
Biol. 227, 776-798; Matsuda et al. 1993, Nature Genet. 3, 88-94; Schable y Zachau, 1993, Biol. Chem. Hoppe-Seyler
374, 1001-1022; Cox et al. 1994, Eur. J. Immunol. 24, 827-836; Ravetch et al. 1981, Cell 27, 583-591; Ichihara et al.
1988, EMBO J. 7, 4141-4150; Yamada et al. 1991, J. Exp. Med. 173, 395-407; Sanz, 1991, J. Immunol. 147, 1720-
1729.

TABLA 23

Uso de Segmentos V (D) J de la Línea Germinal en Transcritos de Hibridoma
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Ejemplo 42

Construcción de Minigenes para la Expresión de Anticuerpos IgGkappa Humanos Anti-CD4 en Líneas Celulares
Transfectadas

Este ejemplo demuestra el proceso de generar un gen totalmente artificial que codifique un polipéptido de inmuno-
globulina (es decir, una cadena ligera o cadena pesada de inmunoglobulina). Se construyeron plásmidos de modo que
podían usarse secuencias de ADNc de cadena ligera V y de cadena pesada V amplificadas por PCR para reconstruir
minigenes de cadena ligera y pesada completos.

El plásmido de cadena ligera kappa pCK7-96 incluye la región constante kappa y el sitio de poliadenilación [SEC
ID Nº: 217], de tal forma que secuencias kappa amplificadas con cebadores 5’ que incluyen HindIII, sitios cadena
arriba de la metionina de inicio, pueden digerirse con HindIII y BdsI y clonarse en pCK7-96 digerido con HindIII y
BdsI para reconstruir una secuencia codificante de cadena ligera completa junto con un sitio de poliadenilación. Este
casete puede aislarse como un fragmento HindIII/NotI y ligarse con secuencias promotoras de la transcripción para
generar un minigen funcional para transfección en células.

El plásmido de cadena pesada gamma 1, pCG7-96, incluye la región constante gamma 1 y el sitio de poliadenila-
ción [SEC ID Nº: 218] de modo que pueden digerirse secuencias gamma amplificadas con cebadores 5’ que incluyen
sitios HindIII cadena arriba de la metionina de inicio con HindIII y AgeI y clonarse en pCG7-96 digerido con HindIII
y AgeI para reconstruir una secuencia codificante de cadena pesada gamma1 completa junto con un sitio de polia-
denilación. Este casete puede aislarse como un fragmento HindIII/SalI y ligarse con secuencias promotoras de la
transcripción para generar un minigen funcional para su transfección en células.

El siguiente ejemplo demuestra cómo pueden usarse datos de secuencia de nucleótidos a partir de hibridomas para
reconstruir minigenes de cadena ligera y pesada de Ig funcionales. Las secuencias de nucleótidos de transcritos de
cadena ligera y pesada de hibridomas de 6G5 y 10C5 se usaron para diseñar un conjunto solapante de oligonucleó-
tidos sintéticos para generar secuencias V sintéticas con capacidades codificantes de aminoácidos idénticas a las de
secuencias naturales. Las secuencias de cadena ligera kappa y pesada sintéticas (designadas HC6G5 [SEC ID Nº: 219]
y LC6G5 [SEC ID Nº: 220] diferían de las secuencias naturales de tres formas: se interrumpieron hebras de bases de
nucleótidos repetidas para facilitar la síntesis de oligonucleótidos y de amplificación por PCR; se incorporaron sitios
de inicio de la traducción óptimos de acuerdo con las normas de Kozak (Kozak, 1991, J. Biol. Chem. 266, 19667-
19870); y se generaron por ingeniería genética sitios HindIII cadena arriba de los sitios de inicio de traducción.

A. Cadena ligera kappa sintética

Reacción 1 de PCR de cadena ligera

Se combinaron los oligonucleótidos siguientes: o-548 [SEC ID Nº: 221], o-549 [SEC ID Nº: 222], o-550 [SEC ID
Nº: 223], o-551 [SEC ID Nº: 224], o-552 [SEC ID Nº: 225], o-563 [SEC ID Nº: 226], o-564 [SEC ID Nº: 227], o-565
[SEC ID Nº: 228], o-566 [SEC ID Nº: 229], o-567 [SEC ID Nº: 230] y se amplificaron con los 2 cebadores siguientes:
o-527 [SEC ID Nº: 231] y o-562 [SEC ID Nº: 232].

Reacción 2 de PCR de cadena ligera

Se combinaron los oligonucleótidos siguientes: o-553 [SEC ID Nº: 233], o-554 [SEC ID Nº: 234], o-555 [SEC ID
Nº: 235], o-556 [SEC ID Nº: 236], o-557 [SEC ID Nº: 237], o-558 [SEC ID Nº: 238], o-559 [SEC ID Nº: 239], o-560
[SEC ID Nº: 240], o-561 [SEC ID Nº: 241], o-562 [SEC ID Nº: 232], y se amplificaron con los 2 cebadores siguientes:
o-552 [SEC ID Nº: 225] y o-493 [SEC ID Nº: 242].

Reacción 3 de PCR de cadena ligera

Los productos de las reacciones 1 y 2 de PCR de cadena ligera se combinaron después y se amplificaron con los
dos cebadores siguientes: o-493 [SEC ID Nº: 242] y o-527 [SEC ID Nº: 231].

El producto de la reacción 3 de PCR de cadena ligera se digirió después con HindIII y BbsI y se clonó en pCK7-
96 digerido con HindIII/BbsI [SEC ID Nº: 217] para generar pLC6G5 [SEC ID Nº: 243].

B. Cadena pesada gamma sintética

Reacción 1 de PCR de cadena pesada

Se combinaron los oligonucleótidos siguientes: o-528 [SEC ID Nº: 244], o-529 [SEC ID Nº: 245], o-530 [SEC ID
Nº: 246], o-531 [SEC ID Nº: 247], o-532 [SEC ID Nº: 248], o-543 [SEC ID Nº: 249], o-544 [SEC ID Nº: 250], o-545
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[SEC ID Nº: 251], o-546 [SEC ID Nº: 252], o-547 [SEC ID Nº: 253] y se amplificaron con los 2 cebadores siguientes:
o-496 [SEC ID Nº: 254] y o-542 [SEC ID Nº: 255].

Reacción 2 de PCR de cadena pesada

Se combinaron los oligonucleótidos siguientes: o-533 [SEC ID Nº: 256], o-534 [SEC ID Nº: 257], o-535 [SEC ID
Nº: 258], o-536 [SEC ID Nº: 259], o-537 [SEC ID Nº: 260], o-538 [SEC ID Nº: 261], o-539 [SEC ID Nº: 262], y-540
[SEC ID Nº: 263], o-541 [SEC ID Nº: 264], o-542 [SEC ID Nº: 255], junto con el fragmento BbsI de 439 pb aislado
de pCG7-96 [SEC ID Nº: 218] y se amplificaron con los 2 cebadores siguientes: o-490 [SEC ID Nº: 265] y o-520
[SEC ID Nº: 266].

Reacción 3 de PCR de cadena pesada

Los productos de reacciones de cadena pesada 1 y 2 se combinaron después y se amplificaron con los dos cebadores
siguientes: o-520 [SEC ID Nº: 266] y o-521 [SEC ID Nº: 267].

El producto de la reacción 3 de cadena pesada se digirió después con HindIII y Agel y se clonó en pCG7-96
digerido con HindIII/Agel [SEC ID Nº: 218] para generar pHC6G5 [SEC ID Nº: 268].

TABLA 24

Cebadores, Vectores y Productos Usados en la Construcción de Minigenes

122



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 345 580 T3

123



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 345 580 T3

124



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 345 580 T3

125



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 345 580 T3

126



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 345 580 T3

127



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 345 580 T3

128



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 345 580 T3

129



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 345 580 T3

130



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 345 580 T3

131



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 345 580 T3

132



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 345 580 T3

133



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 345 580 T3

134



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 345 580 T3

Ejemplo 43

Unión de Anticuerpos Monoclonales Humanos Anti-CD4 a Linfocitos de Primate No Humanos

Es deseable poder realizar estudios de farmacocinética y toxicología preclínicos de anticuerpos monoclonales hu-
manos anti-CD4 en modelos animales. Además es deseable para algunos fines que el animal sea un primate no humano
que expresa CD4 que comprende un epítopo de reactividad cruzada con CD4 humano de modo que sea reconocido por
el anticuerpo monoclonal. Se ensayaron tres especies de primates no humanos diferentes, chimpancé, monos rhesus
y cynomolgus para determinar la reactividad cruzada de epítopos CD4 con los 5 anticuerpos monoclonales humanos
anti-CD4 diferentes de los hibridomas 1E11, 1G2, 6G5, 10C5 y 4D1. Se aislaron linfocitos de sangre periférica a partir
de sangre completa de chimpancé, monos rhesus y cynomolgus. Se realizó una tinción doble de las células aisladas
con anticuerpo humano de cada uno de estos 5 hibridomas (detectado con anti-IgG humana-FICT) y anti-CD8-PE
o anti-CD4-PE. Las células teñidas se analizaron después por citometría de flujo para determinar si cada uno de los
anticuerpos monoclonales humanos se unían a CD4 endógeno en la superficie de linfocitos de cada uno de estos tres
primates no humanos. Se descubrió que cuatro de los cinco anticuerpos, 1E11, 6G5, 10C5 y 4D1 se unía a células
CD4 de chimpancé. Además, se descubrió que cuatro de los cinco anticuerpos 6G5, 1G2, 10C5 y 4D1 se unían tanto
a células CD4 de rhesus como de cynomolgus. Por lo tanto, tres de los cinco anticuerpos, 6G5, 10C5 y 4D1 se unen a
células CD4 en cada una de las tres especies de primates no humanos ensayadas.

Ejemplo 44

No existen ensayos in vitro conocidos que puedan predecir de forma fiable si un anticuerpo monoclonal (mAb)
producirá o no reducción o inmunodepresión en pacientes. Sin embargo, se ha observado una correlación entre la
capacidad de tres mAb diferentes para producir reducción (o no) en seres humanos y primates no humanos tales como
chimpancés y monos cynomolgus (véase, por ejemplo, M. Jonker et al., Clin. Exp. Immunol., 93:301-307(1993); y
J.A. Powelson et al., Transplantation, 57: 788-793 (1994)). Por lo tanto, se realizó un estudio usando mAb humanos
en primates no humanos.

Se usaron chimpancés en este estudio porque uno de los mAb anti-CD4 1E11, reconoce CD4 solamente en chim-
pancés y no en monos Rhesus o cynomolgus. Un segundo mAb, 6G5, reconoce CD4 en chimpancés, monos Rhesus
y cynomolgus. Un tercer mAb, 1G2, no reconoce CD4 en chimpancés pero reconoce CD4 en monos Rhesus o cyno-
molgus. Se ha demostrado ya que ese mAb no produce reducción in vivo en monos cynomolgus.

Además de examinar el efecto de mAb humanos sobre los números de células T CD4+ en sangre periférica, también
se evaluó el efecto de la administración de mAb sobre la función de células T in vivo. La forma más aceptada de hacer
esto era usar animales que se habían sensibilizado previamente con un antígeno tal como tuberculina o toxoide tetánico
y que montaría una reacción de hipersensibilidad en la piel.

Se incorporaron al estudio tres chimpancés macho. Se obtuvieron muestras de sangre completa basales los días -7,
-3 y 1. Después de la extracción de sangre el día 1, a cada uno de los chimpancés se le infundió por vía intravenosa
uno de los dos mAb humanos (1E11 o 6G5) a 2 mg/kg. El tercer chimpancé recibió un volumen equivalente/kg de
tampón solamente. Se extrajo sangre a los 30 min, 2 h, 8 h, 24 h y 48 h después de la infusión. El día 2 se realizó un
ensayo de reactividad cutánea.

Los resultados mostrados en la Tabla 25 a continuación demuestran claramente que 1E11 causaba una reducción
transitoria de los linfocitos periféricos, reduciéndose la mayoría de células T CD4+. Aun cuando 6G5 no causaba
reducción de células T CD4+ o linfocitos, ambos mAb eran capaces de inhibir una respuesta de hipersensibilidad
a toxoide tetánico en comparación con el chimpancé de control. Por lo tanto, ambos mAb humanos parecen ser
inmunosupresores in vivo y esta inmunosupresión no requiere necesariamente reducción del número de células T.

TABLA 25

Efecto de mAb Humanos sobre Linfocitos Periféricos de Chimpancé
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REIVINDICACIONES

1. Inmunoglobulina de secuencia humana que se une a proteína CD4 humana que comprende un segmento VH4-
34, un segmento JH5 y una región CDR3 de cadena pesada que comprende la secuencia polipeptídica VINWFDP.

2. Inmunoglobulina de secuencia humana de acuerdo con la reivindicación 1, en la cual dicha inmunoglobuli-
na comprende una secuencia polipeptídica de cadena pesada sustancialmente idéntica a una secuencia polipeptídica
codificada por:

a)

o

b)

3. Inmunoglobulina de la secuencia humana de acuerdo con las reivindicaciones 1 ó 2, que comprende además un
segmento VkL19, un segmento Jk2 y una región CDR3 de cadena ligera que comprende la secuencia polipeptídica
QQANSFPYT.
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4. Inmunoglobulina de secuencia humana de acuerdo con la reivindicación 3, en la cual dicha inmunoglobuli-
na comprende una secuencia polipeptídica de cadena ligera sustancialmente idéntica a una secuencia polipeptídica
codificada por:

a)

o

b)

5. Inmunoglobulina de secuencia humana de acuerdo con la reivindicación 1, en la que dicha inmunoglobulina
comprende una secuencia polipeptídica de una cadena pesada idéntica a una secuencia polipeptídica codificada por:

a)

o
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b)

y en la cual la inmunoglobulina de secuencia humana comprende además un segmento VkL19, un segmento Jk2 y
una secuencia polipeptídica de cadena ligera idéntica a una secuencia polipeptídica codificada por:

a)

o

b)

6. Inmunoglobulina de la secuencia humana de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 que tiene una
constante de avidez (Ka) de al menos 2 x 109 M−1.

7. Inmunoglobulina de la secuencia humana de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, que tiene una
constante de avidez (Ka) de al menos 1 x 1010 M−1.

8. Inmunoglobulina de la secuencia humana de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, que tiene una
constante de avidez (Ka) de al menos 1,1 x 1010 M−1.
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9. Gen artificial que codifica un polipéptido de una cadena pesada de la inmunoglobulina de secuencia humana de
acuerdo con las reivindicaciones 1 ó 2.

10. Vector de expresión que codifica un polipéptido de una cadena pesada de la inmunoglobulina de secuencia
humana como se define de acuerdo con las reivindicaciones 1 ó 2.

11. Vector de expresión de acuerdo con la reivindicación 10 que codifica además un polipéptido de una cadena
ligera de la inmunoglobulina de secuencia humana como se define de acuerdo con las reivindicaciones 3 ó 4.

12. Célula que comprende un gen artificial que codifica un polipéptido de una cadena pesada de la inmunoglobulina
de secuencia humana como se define de acuerdo con las reivindicaciones 1 ó 2 y un gen artificial que codifica un
polipéptido de una cadena ligera de la inmunoglobulina de secuencia humana como se define de acuerdo con las
reivindicaciones 3 ó 4.

13. Célula de acuerdo con la reivindicación 12, en la que los dos genes artificiales están en un solo vector.

14. Composición que comprende la inmunoglobulina de secuencia humana de cualquiera de las reivindicaciones 1
a 8.

15. Procedimiento para expresar un polipéptido de inmunoglobulina de secuencia humana de acuerdo con las
reivindicaciones 1 a 5 que implica:

a) la inserción de un ácido nucleico sintético que codifica una región de una inmunoglobulina en un vector
que codifica los segmentos o partes restantes de la cadena de inmunoglobulina y

b) la introducción de dicho vector en una célula.

16. Procedimiento para expresar un polipéptido de inmunoglobulina de secuencia humana que comprende:

a) introducir un gen artificial que codifica un polipéptido de una cadena pesada de la inmunoglobulina de
secuencia humana de acuerdo con las reivindicaciones 1 ó 2 y un gen artificial que codifica un polipéptido
de una cadena ligera de inmunoglobulina de secuencia humana de acuerdo con las reivindicaciones 3 ó 4
en la misma célula; o

b) introducir un gen artificial que codifica un polipéptido de una cadena pesada de la inmunoglobulina de
secuencia humana de acuerdo con las reivindicaciones 1 ó 2 en una célula que se ha modificado por
ingeniería genética para expresar el producto de un gen artificial que codifica un polipéptido de una cadena
ligera de la inmunoglobulina de secuencia humana de acuerdo con las reivindicaciones 3 ó 4; o

c) introducir un gen artificial que codifica un polipéptido de una cadena ligera de la inmunoglobulina de
secuencia humana de acuerdo con las reivindicaciones 3 ó 4 en una célula que se ha modificado por
ingeniería genética para expresar el producto de un gen artificial que codifica un polipéptido de cadena
pesada de inmunoglobulina de secuencia humana de acuerdo con las reivindicaciones 1 ó 2.

17. Inmunoglobulina de secuencia humana de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 8 para su uso como producto
farmacéutico.

18. Inmunoglobulina de secuencia humana de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 8 para su uso en la reducción
de la actividad de células CD4.

19. Inmunoglobulina de secuencia humana de acuerdo con la reivindicaciones 1 a 8 para su uso en el tratamiento
de la inmunosupresión.

20. Inmunoglobulina de secuencia humana de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 8 para su uso en el tratamiento
de reacciones autoinmunes.

21. Inmunoglobulina de secuencia humana de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 8 para su uso en el tratamiento
de respuestas inflamatorias.

22. Inmunoglobulina de secuencia humana de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 8 para su uso en el tratamiento
del rechazo de órganos trasplantados.

23. Inmunoglobulina de secuencia humana de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 8 para su uso en el tratamiento
para su uso en el tratamiento de la artritis reumatoide.

24. Inmunoglobulina de secuencia humana de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 8 para su uso en el tratamiento
de micosis fungoide.
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25. Composición farmacéutica que comprende una inmunoglobulina de secuencia humana de acuerdo con las
reivindicaciones 1 a 8.

26. Uso in vitro de una inmunoglobulina de secuencia humana de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 8 para
diagnóstico.
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LISTA DE SECUENCIAS

(1) INFORMACIÓN GENERAL:

(i) SOLICITANTE:

(A) NOMBRE: GenPharm International, Inc.

(B) CALLE: 2350 Qume Drive

(C) CIUDAD: San Jose

(D) ESTADO: California

(E) PAÍS: USA

(F) CÓDIGO POSTAL: 95131

(G) TELÉFONO: (908) 713-6001

(H) TELEFAX: (908) 713-6002

(I) TELEX:

(i) SOLICITANTE:

(A) NOMBRE: Lonberg, Nils

(B) CALLE: 930 Edgecliff Way

(C) CIUDAD: Redwood CIUDAD

(D) ESTADO: California

(E) PAÍS: USA

(F) CÓDIGO POSTAL: 94601

(G) TELÉFONO:

(H) TELEFAX:

(I) TELEX:

(i) SOLICITANTE:

(A) NOMBRE: Kay, Robert M.

(B) CALLE: 2127 Broadway #5

(C) CIUDAD: San Francisco

(D) ESTADO: California

(E) PAÍS: USA

(F) CÓDIGO POSTAL: 94115

(G) TELÉFONO:

(H) TELEFAX:

(I) TELEX:

(ii) TÍTULO DE LA INVENCIÓN: Aninales transgénicos no humanos capaces de producir anticuerpos hete-
rólogos

(iii) NÚMERO DE SECUENCIAS: 416

(iv) DIRECCIÓN DE CORRESPONDENCIA:

(A) DESTINATARIO: Townsend and Townsend and Crew LLP

(B) CALLE: Two Embarcadero Center, Eighth Floor

(C) CIUDAD: San Francisco

(D) ESTADO: California

(E) PAÍS: USA

(F) CÓDIGO POSTAL: 94111-3834

(v) FORMATO DE LECTURA PARA ORDENADOR:

(A) TIPO DE MEDIO: Diskette
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(B) ORDENADOR: IBM PC compatible

(C) SISTEMA OPERATIVO: PC-DOS/MS-DOS

(D) SOFTWARE: PatentIn Release #1.0, Version #1.30

(vi) DATOS DE SOLICITUD ACTUAL:

(A) NÚMERO DE SOLICITUD: WO PCT/US96/16433

(B) FECHA DE PRESENTACIÓN: 10-OCT-1996

(C) CLASIFICACIÓN:

(vii) DATOS DE SOLICITUD PREVIA:

(A) NÚMERO DE SOLICITUD: US 08/544,404

(B) FECHA DE PRESENTACIÓN: 10-OCT-1995

(viii) INFORMACIÓN AGENTE/ABOGADO:

(A) NOMBRE: Apple, Randolph T.

(B) NÚMERO DE REGISTRO: 36,429

(C) NÚMERO DE REFERENCIA/ARCHIVO: 014643-009020PC

(ix) INFORMACIÓN PARA TELECOMUNICACIÓN:

(A) TELÉFONO: (415) 576-0200

(B) TELEFAX: (415) 576-0300

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:1:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 10 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:1:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:2:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 5 aminoácidos

(B) TIPO: aminoácido

(C) CADENA:

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: péptido

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:2:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:3:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 5 aminoácidos

(B) TIPO: aminoácido

(C) CADENA:
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(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: péptido

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:3:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:4:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 5 aminoácidos

(B) TIPO: aminoácido

(C) CADENA:

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: péptido

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:4:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:5:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 4 aminoácidos

(B) TIPO: aminoácido

(C) CADENA:

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: péptido

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:5:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:6:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 4 aminoácidos

(B) TIPO: aminoácido

(C) CADENA:

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: péptido

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:6:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:7:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 12 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal
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(ii) TIPO DE MOLÉCULA: RNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:7:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:8:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 12 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: RNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:8:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:9:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 15 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:9:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:10:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 20 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:10:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:11:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 25 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:11:
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(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:12:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 30 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:12:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:13:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 35 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:13:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:14:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 40 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:14:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:15:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 45 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:15:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:16:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:
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(A) LONGITUD: 50 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:16:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:17:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 55 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:17:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:18:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 60 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:18:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:19:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 65 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:19:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:20:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 70 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico
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(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:20:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:21:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 75 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:21:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:22:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 80 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) STRAN DEDNESS: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:22:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:23:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 85 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:23:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:24:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:
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(A) LONGITUD: 90 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:24:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:25:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 12 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:25:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:26:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 45 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:26:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:27:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 51 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:27:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:28:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 51 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico
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(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:28:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:29:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 45 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:29:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:30:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 51 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:30:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:31:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 51 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:31:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:32:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 19 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal
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(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:32:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:33:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 19 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:33:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:34:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 36 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:34:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:35:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 36 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:35:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:36:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 42 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal
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(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:36:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:37:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 42 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:37:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:38:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 42 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:38:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:39:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 42 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:39:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:40:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 42 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal
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(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:40:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:41:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 42 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:41:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:42:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 42 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:42:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:43:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 42 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:43:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:44:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 12 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA
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(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:44:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:45:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 12 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:45:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:46:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 12 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:46:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:47:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 12 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:47:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:48:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 42 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:48:
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(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:49:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 42 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:49:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:50:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 36 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:50:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:51:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 60 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:51:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:52:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 36 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:52:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:53:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:
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(A) LONGITUD: 24 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:53:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:54:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 24 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:54:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:55:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 60 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:55:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:56:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 36 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:56:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:57:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 24 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico
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(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:57:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:58:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 42 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:58:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:59:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 42 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:59:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:60:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 42 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:60:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:61:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 59 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal
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(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:61:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:62:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 48 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:62:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:63:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 48 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:63:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:64:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 59 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:64:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:65:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 53 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal
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(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:65:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:66:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 47 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:66:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:67:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 65 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:67:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:68:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 51 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:68:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:69:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 51 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico
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(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:69:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:70:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 39 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:70:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:71:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 39 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:71:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:72:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 3618 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(ix) RASGO:

(A) NOMBRE/CLAVE: -

(B) UBICACIÓN: 1..3618

(D) OTRA INFORMACIÓN: /nota= “vector pGPe”

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:72:
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(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:73:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 42 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:73:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:74:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 42 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:74:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:75:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 42 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:75:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:76:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 42 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla
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(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:76:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:77:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 18 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:77:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:78:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 45 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:78:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:79:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 812 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(ix) RASGO:

(A) NOMBRE/CLAVE: CDS

(B) UBICACIÓN: join(241..286, 373..677)

(D) OTRA INFORMACIÓN: /nota= “Gen de la familia V-HI humana V-H49.8”

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:79:
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(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:80:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 117 aminoácidos

(B) TIPO: aminoácido

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: proteína

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:80:
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(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:81:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 12 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:81:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:82:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 40 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:82:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:83:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 40 pares de bases
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(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:83:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:84:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 33 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:84:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:85:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 33 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:85:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:86:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 88 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:86:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:87:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 87 pares de bases
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(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:87:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:88:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 87 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:88:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:89:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 104 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:89:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:90:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 101 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:90:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:91:
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(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 84 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:91:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:92:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 78 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:92:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:93:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 99 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:93:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:94:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 69 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:94:
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(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:95:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 81 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:95:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:96:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 93 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:96:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:97:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 72 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:97:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:98:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 93 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal
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(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:98:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:99:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 107 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:99:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:100:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 64 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:100:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:101:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 80 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:101:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:102:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 102 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico
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(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:102:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:103:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 78 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:103:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:104:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 99 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:104:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:105:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 84 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:105:
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(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:106:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 94 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:106:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:107:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 96 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:107:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:108:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 76 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:108:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:109:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 94 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:109:
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(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:110:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 84 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:110:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:111:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 93 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:111:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:112:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 84 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:112:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:113:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 85 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico
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(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:113:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:114:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 87 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:114:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:115:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 75 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:115:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:116:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 29 aminoácidos

(B) TIPO: aminoácido

(C) CADENA:

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: péptido

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:116:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:117:
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(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 29 aminoácidos

(B) TIPO: aminoácido

(C) CADENA:

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: péptido

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:117:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:118:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 29 aminoácidos

(B) TIPO: aminoácido

(C) CADENA:

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: péptido

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:118:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:119:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 34 aminoácidos

(B) TIPO: aminoácido

(C) CADENA:

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: péptido

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:119:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:120:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 34 aminoácidos

(B) TIPO: aminoácido

(C) CADENA:
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(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: péptido

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:120:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:121:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 28 aminoácidos

(B) TIPO: aminoácido

(C) CADENA:

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: péptido

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:121:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:122:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 26 aminoácidos

(B) TIPO: aminoácido

(C) CADENA:

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: péptido

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:122:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:123:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 33 aminoácidos

(B) TIPO: aminoácido

(C) CADENA:

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: péptido
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(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:123:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:124:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 23 aminoácidos

(B) TIPO: aminoácido

(C) CADENA:

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: péptido

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:124:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:125:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 27 aminoácidos

(B) TIPO: aminoácido

(C) CADENA:

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: péptido

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:125:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:126:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 31 aminoácidos

(B) TIPO: aminoácido

(C) CADENA:

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: péptido
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(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:126:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:127:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 24 aminoácidos

(B) TIPO: aminoácido

(C) CADENA:

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: péptido

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:127:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:128:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 31 aminoácidos

(B) TIPO: aminoácido

(C) CADENA:

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: péptido

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:128:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:129:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 36 aminoácidos

(B) TIPO: aminoácido

(C) CADENA:

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: péptido

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:129:
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(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:130:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 21 aminoácidos

(B) TIPO: aminoácido

(C) CADENA:

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: péptido

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:130:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:131:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 26 aminoácidos

(B) TIPO: aminoácido

(C) CADENA:

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: péptido

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:131:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:132:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 34 aminoácidos

(B) TIPO: aminoácido

(C) CADENA:

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: péptido

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:132:
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(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:133:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 26 aminoácidos

(B) TIPO: aminoácido

(C) CADENA:

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: péptido

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:133:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:134:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 33 aminoácidos

(B) TIPO: aminoácido

(C) CADENA:

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: péptido

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:134:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:135:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 28 aminoácidos

(B) TIPO: aminoácido

(C) CADENA:

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: péptido

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:135:
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(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:136:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 31 aminoácidos

(B) TIPO: aminoácido

(C) CADENA:

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: péptido

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:136:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:137:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 32 aminoácidos

(B) TIPO: aminoácido

(C) CADENA:

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: péptido

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:137:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:138:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 25 aminoácidos

(B) TIPO: aminoácido

(C) CADENA:

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: péptido

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:138:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:139:
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(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 31 aminoácidos

(B) TIPO: aminoácido

(C) CADENA:

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: péptido

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:139:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:140:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 28 aminoácidos

(B) TIPO: aminoácido

(C) CADENA:

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: péptido

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:140:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:141:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 31 aminoácidos

(B) TIPO: aminoácido

(C) CADENA:

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: péptido

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:141:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:142:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 28 aminoácidos

(B) TIPO: aminoácido

(C) CADENA:

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: péptido
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(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:142:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:143:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 29 aminoácidos

(B) TIPO: aminoácido

(C) CADENA:

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: péptido

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:143:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:144:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 29 aminoácidos

(B) TIPO: aminoácido

(C) CADENA:

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: péptido

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:144:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:145:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 25 aminoácidos

(B) TIPO: aminoácido

(C) CADENA:

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: péptido

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:145:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:146:
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(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 42 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:146:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:147:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 42 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:147:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:148:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 45 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:148:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:149:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 45 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:149:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:150:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 39 pares de bases
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(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:150:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:151:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 39 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:151:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:152:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 42 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:152:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:153:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 48 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:153:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:154:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 36 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla
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(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:154:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:155:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 36 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:155:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:156:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 33 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:156:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:157:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 33 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:157:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:158:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 33 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA
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(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:158:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:159:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 33 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:159:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:160:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 33 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:160:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:161:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 33 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:161:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:162:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 33 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:162:
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(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:163:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 42 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:163:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:164:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 33 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:164:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:165:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 51 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:165:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:166:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 11 aminoácidos

(B) TIPO: aminoácido

(C) CADENA:

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: péptido

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:166:
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(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:167:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 53 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:167:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:168:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 12 aminoácidos

(B) TIPO: aminoácido

(C) CADENA:

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: péptido

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:168:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:169:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 46 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:169:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:170:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 12 aminoácidos

(B) TIPO: aminoácido

(C) CADENA:

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: péptido

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:170:
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(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:171:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 44 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:171:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:172:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 11 aminoácidos

(B) TIPO: aminoácido

(C) CADENA:

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: péptido

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:172:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:173:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 39 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:173:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:174:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 38 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:174:
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(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:175:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 39 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:175:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:176:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 39 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:176:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:177:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 13 aminoácidos

(B) TIPO: aminoácido

(C) CADENA:

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: péptido

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:177:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:178:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 27 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:178:
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(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:179:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 9 aminoácidos

(B) TIPO: aminoácido

(C) CADENA:

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: péptido

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:179:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:180:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 24 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:180:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:181:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 24 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:181:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:182:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 21 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:182:
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(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:183:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 13 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:183:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:184:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 42 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:184:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:185:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 12 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:185:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:186:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 22 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:186:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:187:
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(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 24 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:187:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:188:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 19 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:188:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:189:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 20 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:189:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:190:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 32 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:190:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:191:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 32 pares de bases
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(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:191:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:192:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 23 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:192:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:193:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 23 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:193:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:194:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 23 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:194:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:195:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 23 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico
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(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:195:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:196:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 35 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:196:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:197:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 26 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:197:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:198:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 26 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:198:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:199:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 413 pares de bases
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(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:199:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:200:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 153 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:200:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:201:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 414 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:201:
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(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:202:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 156 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:202:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:203:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 404 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:203:
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(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:204:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 153 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:204:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:205:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 403 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:205:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:206:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 388 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:206:

59



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 345 580 T3

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:207:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 462 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:207:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:208:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 439 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:208:
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(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:209:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 10 aminoácidos

(B) TIPO: aminoácido

(C) CADENA:

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: péptido

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:209:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:210:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 9 aminoácidos

(B) TIPO: aminoácido

(C) CADENA:

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: péptido

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:210:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:211:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 10 aminoácidos

(B) TIPO: aminoácido

(C) CADENA:

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: péptido

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:211:
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(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:212:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 10 aminoácidos

(B) TIPO: aminoácido

(C) CADENA:

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: péptido

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:212:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:213:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 7 aminoácidos

(B) TIPO: aminoácido

(C) CADENA:

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: péptido

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:213:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:214:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 9 aminoácidos

(B) TIPO: aminoácido

(C) CADENA:

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: péptido

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:214:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:215:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 8 aminoácidos

(B) TIPO: aminoácido

(C) CADENA:

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: péptido

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:215:
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(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:216:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 9 aminoácidos

(B) TIPO: aminoácido

(C) CADENA:

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: péptido

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:216:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:217:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 3881 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:217:
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(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:218:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 4723 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:218:
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(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:219:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 524 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:219:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:220:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 420 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico
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(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:220:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:221:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 44 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:221:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:222:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 44 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:222:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:223:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 44 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA
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(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:223:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:224:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 44 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:224:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:225:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 44 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:225:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:226:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 44 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:226:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:227:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 44 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal
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(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:227:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:228:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 44 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:228:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:229:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 44 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:229:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:230:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 42 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:230:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:231:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 28 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

71



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 345 580 T3

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:231:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:232:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 44 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:232:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:233:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 44 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:233:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:234:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 44 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:234:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:235:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 44 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico
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(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:235:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:236:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 44 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:236:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:237:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 37 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:237:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:238:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 40 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:238:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:239:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 44 pares de bases
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(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:239:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:240:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 44 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:240:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:241:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 44 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:241:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:242:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 20 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:242:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:243:
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(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 3819 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:243:
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(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:244:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 43 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:244:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:245:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:
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(A) LONGITUD: 43 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:245:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:246:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 43 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:246:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:247:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 43 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA:’sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:247:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:248:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 43 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:248:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:249:
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(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 43 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:249:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:250:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 43 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:250:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:251:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 43 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:251:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:252:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 43 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:252:
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(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:253:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 48 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:253:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:254:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 23 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:254:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:255:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 43 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:255:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:256:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 43 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:256:
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(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:257:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 43 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:257:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:258:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 43 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:258:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:259:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 43 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:263:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:264:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 43 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal
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(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:264:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:265:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 20 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:265:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:266:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 21 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:266:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:267:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 33 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:267:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:268:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 4926 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla
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(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:268:
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(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:269:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 15 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) STRANDEDDNESS: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:269:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:270:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 18 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:270:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:271:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 27 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:271:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:272:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 12 pares de bases
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(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:272:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:273:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 30 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:273:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:274:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 45 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:274:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:275:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 12 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:275:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:276:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 15 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla
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(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:276:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:277:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 50 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:277:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:278:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 21 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:278:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:279:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 18 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:279:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:280:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 15 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal
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(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:280:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:281:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 15 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:281:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:282:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 15 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:282:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:283:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 15 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:283:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:284:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 15 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)
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(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:284:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:285:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 36 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:285:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:286:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 15 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:286:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:287:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 18 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:287:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:288:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 33 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:288:
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(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:289:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 15 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:289:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:290:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 33 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:290:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:291:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 15 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:291:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:292:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 20 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:292:
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(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:293:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 21 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:293:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:294:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 15 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:294:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:295:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 15 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:295:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:296:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 27 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:296:
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(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:297:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 45 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:297:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:298:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 27 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:298:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:299:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 15 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:299:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:300:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 45 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:300:
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(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:301:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 15 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:301:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:302:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 42 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:302:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:303:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 15 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:303:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:304:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 27 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)
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(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:304:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:305:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 21 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:305:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:306:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 812 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(ix) RASGO:

(A) NOMBRE/CLAVE: CDS

(B) UBICACIÓN: join(199..247, 419..714)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:306:
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(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:307:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 115 aminoácidos

(B) TIPO: aminoácido

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: proteína

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:307:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:308:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 900 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(ix) RASGO:

(A) NOMBRE/CLAVE: CDS

(B) UBICACIÓN: join(180..228, 398..693)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:308:
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(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:309:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 115 aminoácidos

(B) TIPO: aminoácido
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(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: proteína

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:309:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:310:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 900 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(ix) RASGO:

(A) NOMBRE/CLAVE: CDS

(B) UBICACIÓN: join(116..164, 352..650)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:310:
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(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:311:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 116 aminoácidos

(B) TIPO: aminoácido

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: proteína

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:311:
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(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:312:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 847 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(ix) RASGO:

(A) NOMBRE/CLAVE: CDS

(B) UBICACIÓN: join(226..280, 406..701)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:312:
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(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:313:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 117 aminoácidos

(B) TIPO: aminoácido

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: proteína

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:313:
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(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:314:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 134 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: cDNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:314:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:315:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 125 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: cDNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:315:
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(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:316:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 122 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: cDNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:316:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:317:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 122 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: cDNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:317:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:318:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 137 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: cDNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:318:
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(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:319:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 116 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: cDNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:319:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:320:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 128 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: cDNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:320:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:321:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 125 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: cDNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:321:
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(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:322:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 131 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: cDNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:322:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:323:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 1674 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:323:
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(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:324:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 133 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: liner

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: cDNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:324:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:325:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 124 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: cDNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:325:
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(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:326:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 121 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: cDNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:326:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:327:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 121 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: cDNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:327:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:328:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 136 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: cDNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:328:
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(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:329:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 115 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: cDNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:329:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:330:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 127 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: cDNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:330:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:331:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 124 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: cDNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:331:
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(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:332:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 130 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: cDNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:332:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:333:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 246 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:333:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:334:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 32 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal
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(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:334:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:335:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 293 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:335:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:336:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 290 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:336:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:337:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 287 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)
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(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:337:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:338:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 26 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:338:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:339:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 293 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:339:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:340:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 26 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)
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(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:340:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:341:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 305 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:341:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:342:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 284 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:342:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:343:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 290 pares de bases
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(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:343:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:344:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 305 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:344:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:345:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 305 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:345:
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(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:346:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 293 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:346:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:347:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 41 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:347:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:348:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 317 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)
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(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:348:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:349:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 305 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:349:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:350:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 39 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:350:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:351:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 303 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla
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(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:351:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:352:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 33 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:352:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:353:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 291 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:353:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:354:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 33 pares de bases
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(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:354:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:355:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 297 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:355:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:356:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 297 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:356:

118



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 345 580 T3

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:357:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 297 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:357:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:358:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 282 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:358:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:359:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 312 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:359:
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(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:360:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 36 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:360:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:361:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 318 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:361:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:362:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 48 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal
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(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:362:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:363:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 297 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:363:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:364:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 156 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:364:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:365:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 156 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal
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(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:365:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:366:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 156 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:366:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:367:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 156 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:367:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:368:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 156 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:368:
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(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:369:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 294 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:369:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:370:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 297 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:370:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:371:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 312 pares de bases
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(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:371:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:372:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 317 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:372:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:373:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 288 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:373:
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(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:374:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 285 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:374:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:375:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 282 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:375:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:376:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 285 pares de bases
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(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:376:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:377:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 282 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:377:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:378:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 303 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:378:
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(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:379:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 285 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:379:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:380:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 285 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:380:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:381:
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(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 297 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:381:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:382:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 285 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:382:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:383:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 300 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:383:
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(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:384:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 287 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:384:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:385:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 288 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:385:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:386:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 294 pares de bases
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(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:386:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:387:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 312 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:387:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:388:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 312 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:388:
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(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:389:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 309 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:389:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:390:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 294 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:390:
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(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:391:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 288 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:391:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:392:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 246 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:392:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:393:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 294 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:393:
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(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:394:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 294 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:394:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:395:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 294 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:395:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:396:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

133



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 345 580 T3

(A) LONGITUD: 294 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:396:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:397:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 294 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:397:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:398:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 294 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:398:
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(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:399:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 294 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:399:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:400:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 294 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:400:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:401:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 294 pares de bases
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(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:401:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:402:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 294 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:402:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:403:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 297 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:403:
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(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:404:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 312 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:404:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:405:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 312 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:405:
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(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:406:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 312 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:406:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:407:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 312 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:407:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:408:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 312 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico
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(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:408:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:409:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 306 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:409:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:410:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 246 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:410:
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(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:411:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 300 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:411:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:412:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 243 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:412:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:413:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:
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(A) LONGITUD: 282 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:413:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:414:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 285 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:414:

(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:415:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 297 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA (genómico)

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:415:
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(2) INFORMACIÓN PARA SEC ID NO:416:

(i) CARACTERÍSTICAS DE SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 3122 pares de bases

(B) TIPO: ácido nucleico

(C) CADENA: sencilla

(D) TOPOLOGÍA: lineal

(ii) TIPO DE MOLÉCULA: DNA

(xi) DESCRIPCIÓN DE SECUENCIA: SEC ID NO:416:
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