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SUPRESION DE LA APOPTOSIS EN LINFOCITOS B EN ANIMALES
TRANSGENICOS QUE EXPRESAN INMUNOGLOBULINA HUMANIZADA
Descripcién

Campo de la Invencién

Esta invencidén estd relacionada con los métodos para
aumentar la supervivencia de linfocitos B en animales que
han sufrido una linfopoyesis a corto plazo. Esta invencién
estd relacionada también con los métodos para aumentar la
supervivencia de linfocitos B en animales transgénicos dque
expresan una inmunoglobulina exdégena o locus de transgén de
una cadena de inmunoglobulina para aumentar la produccidn de
inmunoglobulinas. Estd invencidén estd relacionada ademéds con
un método para aumentar de forma selectiva la supervivencia
de linfocitos B exdgenos gue expresan cualquier locus de
transgén de inmunoglobulina en linfocitos B enddgenos que no
expresan el locus del transgén mediante expresidén selectiva
de cualgquier inhibidor de 1la apoptosis sélo dentro de 1los
linfocitos B exdgenos que expresan la inmunoglobulina
codificada en el transgén, pero no dentro de los linfocitos
B gue expresan inmunoglobulina enddégena. Este método permite
el aumento de expresidn y produccién de los productos
codificados por el transgén en la inmunoglobulina producida
de forma enddédgena del animal transgénico. La invencidn
también proporciona un nuevo inhibidor de la apoptosis, bcl-
2 de conejo.

Antecedentes de la técnica
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La generacién de ratones qgue expresan anticuerpos
quiméricos humano-ratédn se han descrito en Pluschke et al.,
Journal of TImmunological Methods 215: 27-37 (1998). La
generacidn de ratones que expresan polipéptidos de
inmunoglobulina humana se han descrito en Neuberger et al.,
Nature 338: 350-2 (1989); Lonberg et al., Int. Rev. Immunol.
13 (1):65-93 (1995); vy Bruggemann et al:, Curr. Opin.
Biotechnol., 8(4): 455-8 (1997). La generacidén de ratones
transgénicos utilizando un clon de BAC se ha descrito en
Yang et al., Nat. Biotechnol. 15: 859-65 (1997). La
generacidén de vacas gue expresan anticuerpos humanos se ha
descrito en Kuroiwa et al., Nature Biotech 20(9): 889-894
(2002) .

La transgénesis en animales se ha descrito en Wall RJ,
Theriogenology 57(1): 189-201 (2002). La generacién de
conejos transgénicos se ha descrito en Fan, J. et al.,
Pathol Int. 49: 583-94 (1999); y Brem et al., Mol. Reprod.
Dev. 44: 56-62 (1996). La produccidén de pollos transgénicos
se ha descrito en Etches et al., Methods in Molecular
Biology 62: 433-450 (1997); vy Pain et al., Cells Tissues
Organs 165(3-4): 212-9 (1999); vy Sherman et al., Nature
Biotech 16:1050-1053 (1998).

Los conejos con expresidén andmala de inmunoglobulina se
han descrito en Chen et al., J. Immunol. 150: 2783-2793
(1993); y Lamoyi E, y Mage RG., J. Exp. Med. 162:1149-1160
(1985). Un pollo gamma—-globulinémico se ha descrito en
Frommel et al., J. Immunol. 105(1): 1-6 (1970); y Benedict

et al., Adv. Exp. Med. Biol. 88(2): 197-205 (1977).
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La clonacién de animales a partir de células se ha
descrito en T. Wakayama et al., Nature 394:369-374 (1998);
J. B. Cibelli et al., Science 280:1256-1258 (1998); J.B.
Cibelli et al., Nature Biotechnology 16:642-646 (1998); A.
E. Schnieke et al., Science 278: 2130-2133 (1997); vy K.H.
Campbell et al., Nature 380: 64-66 (1996). El1 clonaje por
transferencia nuclear de conejos se ha descrito en Stice et
al., Biology of Reproduction 39: 657-664 (1988); Challah-
Jacques et al., Cloning and Stem Cells 8(4):295-299 (2003).

La produccidén de animales transgénicos no humanos gue
expresan transloci de inmunoglobulina humana (humanizada) vy
la produccidén de anticuerpos a partir de dichos animales
transgénicos se ha descrito en detalle en la Publicacidén PCT
N°. WO 92/03918, WO 02/12437, y en la patente Estadounidense
N°. 5.545.807, 5.814.318; vy 5.570.429. La recombinacidn
homéloga de huéspedes de mamifero quiméricos se muestra en
la patente Estadounidense N° 5.416.260. Un método para
introducir DNA en un embridén se describe en la patente
Estadounidense N° 5.567.607. El mantenimiento y expansidn de
las células madre embrionarias se describe en la patente
Estadounidense N° 5.453.357.

Las actividades de escisién de las proteinas viricas
que contienen las secuencias del péptido 2A se ha descrito
en Palmenberg et al., Virology 190:754-762 (1992); Ryan et
al., J Gen Virol 72:2727-2732 (1991); Donnelly et al., J Gen
Virol 82: 1.027-1041 (2001); Donnelly et al., J Gen Virol
82:1013-1025 (2001) ; Szymaczak et al., Nature Biotech

22(5):589-594 (2004).
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Hasta el momento, los estudies de la contribucidn
relativa de los mecanismos de supervivencia celular
regulados por el 1inhibidor de 1la apoptosis bcl2, se han
realizado principalmente en ratones. El efecto de 1la
expresidén de bcl-2 en la supervivencia de la célula se ha
descrito en McDonnell et al., Cell, 57:79-88, (1989) ;
Strasser et al., Current Topics in Microbiology and
Immunology, 166:175-181, (1990); Knott et al., Hybridoma, 15
(5):365-371, (1996); Smith et al., J. Exp. Med., 191(3):475-
784 (2000); Strasser et al., PNAS, 88:8661-8665, (1991) vy
Kumar et al., Immunology Letters, 65:153-159, (1999). E1
efecto de la expresién del inhibidor de la apoptosis bcl-xL
en la supervivencia de las células se ha descrito en
Takahashi et al., J. Exp. Med., 190(3): 399-409 (1999).

El mecanismo de desarrollo de los linfocitos B como una
linfopoyesis B continua y a corto plazo se ha revisado en
Lanning D, Osbome BA, Knight, KL., Los genes de 1la
inmunoglobulina % la generacidn de repertorios de
anticuerpos en vertebrados superiores: un papel clave de
GALT. Biologia molecular de los 1linfocitos B. Alt F.W.,
Honjo T, Nueberger, M. S., Eds. Elsevier, Londres, pag. 443
(2004); vy Flajnik M.F., Andlisis comparativo de los genes de
inmunoglobulina: sorpresas y maravillas. Nat. Rev. Immunol.
2:688, (2002).

Ya que la produccién de anticuerpos en animales
transgénicos mads grandes como conejos, pollos, ovejas vy
vacas se ve favorecido desde un punto de vista de

rendimiento de los anticuerpos, la creacién de animales
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fundadores méds grandes con 1inhibicidén de 1la apoptosis en
linfocitos B que expresan mayores cantidades de productos
codificados por transgenes es altamente deseable. No
obstante, el desarrollo de los linfocitos B difiere
significativamente en las especies que padecen una
linfopoyesis a corto plazo (como conejos, pollos, ovejas y
vacas) en relacidén a los animales caracterizados por una
linfopoyesis B continua, (como en 1los ratones). Asi, no
queda claro si 1los inhibidores de la apoptosis pueden
utilizarse con el mismo éxito en los animales que
experimentan una linfopoyesis a corto plazo como en 1los
animales estudiados en més detalle con linfopoyesis B
continua, o, cual serd el impacto de los inhibidores de 1la
apoptosis en la produccidén de anticuerpos y /o afinidades de
anticuerpos.

Resumen de la Invencién

En un aspecto, la invencién proporciona un polipéptido
que comprende un nuevo polipéptido inhibidor de la
apoptosis, a saber, el polipéptido bcl-2 de conejo con Id.
de Sec. N°: 5. En una realizacién particular, la invencidn
proporciona una molécula quimérica que comprende el
polipéptido bcl-2 de conejo de Id. de Sec. N°: 5 fusionado a
una secuencia heterdloga de aminoacidos. En otra
realizacién, la secuencia heterdéloga de aminodcidos es una
secuencia de epitopos. En otra realizacidén, la secuencia
heterdloga de aminoacidos es una secuencia de
inmunoglobulina. En aun otra realizacidén, la secuencia de

inmunoglobulina es una regidén Fc de una inmunoglobulina. La
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presente invencién también proporciona secuencias de
nucledétidos que codifican el polipéptido bcl-2 de conejo de
Id. de Sec. N°: 5. En un aspecto, la invencidén proporciona
un vector, un casete de expresidén o construccidén de
expresidén transgénica que comprende la molécula de Aacido
nucleico que codifica el polipéptido bcl-2 de conejo. En
otro aspecto, la invencidén proporciona una célula huésped
aislada transformada con las secuencias de 4acido nucleico
que codifican el polipéptido bcl-2 de conejo de Id. de Sec.
N°: 5. En otro aspecto, la invencidén proporciona una célula
huésped aislada transformada con el vector, un casete de
expresidén o construccidén de expresidn transgénica qgue
comprende la molécula de 4&cido nucleico que codifica el
polipéptido bcl-2 de conejo.

En algunos aspectos, cualquier gen inhibidor de 1la
apoptosis puede utilizarse, por ejemplo, un inhibidor de la
apoptosis seleccionado de entre el grupo gue consiste en
bcl-2, mutantes de la caspasa-9-DN, baculovirus p35,
caspasa-9S, crmA, z-VAD-fmk, z-DEVD-fmk, B- D-fmk, z-YVAD-
fmk, Bcl-xL, Mcl-1, XIAP, TIAP, KIAP, NAIP, cIAP1l, cIAP2,
API1, API2, API3, API4, HIAP1l, HIAP2, MIHA, MIHB, MIHC, ILP,
ILP-2, TLAP, survivina, livina, apollon, BRUCE, MLIAP, SODD
y FLIP y variantes de los mismos. En algunas realizaciones
especificas, el gen inhibidor de la apoptosis puede ser un
gen bcl-2 de mamifero. En algunas realizaciones preferibles,
el gen bcl-2 de mamifero se selecciona de entre el grupo que
consiste en bcl-2 humano, bcl-2 de ratdén y bcl2 de conejo de

Id. de Sec. N°: 6. En una realizacidén preferible, el bcl-2
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es el bcl-2 de conejo de Id. de Sec. N°: 5.

En un aspecto, la invencidn proporciona una
construccidén de expresidén transgénica qgue comprende una
molécula de 4&dcido nucleico que codifica un inhibidor de 1la
apoptosis dirigida por promotor/potenciador especifico de
linfocito B y de esta forma, se expresa especificamente en
linfocitos B.

En otro aspecto, la invencidn proporciona una
construccidén de expresidén transgénica que comprende un
transgén que codifica una proteina de fusidén qgue comprende
secuencias de polipéptido en el siguiente orden: a) una
inmunoglobulina o cadena de inmunoglobulina; b) un péptido
autoescindible; c) un inhibidor de la apoptosis; y
opcionalmente, d) un sitio de escisidén de proteasa entre a)
y b).

La presente invencidn proporciona ademds un método para
aumentar la expresidén de una inmunoglobulina o cadena de
inmunoglobulina en un animal transgénico gque experimenta una
linfopoyesis a corto plazo, que comprende introducir en el
animal transgénico que experimenta una linfopoyesis a corto
plazo al menos una construccidén de transgén gque comprende un
transgén inhibidor de la apoptosis dirigido por un
promotor/potenciador especifico de linfocito B mediante el
cual la apoptosis de 1los linfocitos B que 1llevan dicha
construccidén de transgén estda inhibida y la produccidén de 1la
inmunoglobulina o cadena de inmunoglobulina estd aumentada.

En otro aspecto, la presente invencidn proporciona un

método para aumentar la expresidén de una inmunoglobulina o
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cadena de inmunoglobulina en el animal transgénico
linfopoyético a corto plazo que comprende ademds introducir
en el animal transgénico al menos un transgén adicional gue
codifica para una inmunoglobulina exdégena o locus de
transgén de cadena de inmunoglobulina. En este método, 1los
dos transgenes pueden estar presentes en el mismo o en
diferentes vectores transgénicos de expresién. En este
ultimo caso, los diferentes vectores de expresidn
transgénicos pueden introducirse en el animal transgénico a
la vez o de forma secuencial.

La presente invencién también proporciona un método
para aumentar de forma selectiva la expresidén de una
inmunoglobulina exdégena o cadena de inmunoglobulina dentro
de un linfocito B exdédgeno de un animal transgénico no
humano, que comprende introducir en el animal, una
construccidén transgénica que codifica una proteina de fusidn
que comprende secuencias de polipéptido en el siguiente
orden: a) una inmunoglobulina o cadena de inmunoglobulina;
b) un péptido autoescindible; <¢) un inhibidor de 1la
apoptosis, vy, opcionalmente; d) un sitio de escisién de
proteasas entre a) y b), en el qgque la supervivencia del
linfocito B exdédgeno y la produccidén de inmunoglobulina
exbdgena estan aumentados.

En cualquier aspecto, el sitio de escisién de 1la
proteasa utilizado en cualquiera de las construcciones
transgénicas o métodos descritos anteriormente, se
selecciona entre el grupo que consiste en los sitios para

las proteasas asparticas, proteasas de cisteina,
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metaloproteasas, proteasas de serina y proteasas de
treonina. En las realizaciones preferibles, se utiliza el
sitio de escisidén de furina.

En todos los aspectos de la invencién, el
promotor/potenciador especifico de linfocitos B puede
seleccionarse de entre el grupo que consiste en
promotores/potenciadores de CD19, CD20, CD21, CD22, CD23,
Cbz24, CpD40, CD72, Blimp-1, CD79b, mb-1, tirosina qguinasa
blk, VpreB, cadena pesada de inmunoglobulina, cadena ligera
kappa de inmunoglobulina, cadena ligera lambda de
inmunoglobulina y cadena J de inmunoglobulina, o
modificaciones de las mismas. En realizaciones especificas,
el promotor/potenciador especifico de linfocitos B es el gen
promotor de la cadena ligera kappa de la inmunoglobulina o
una modificacién del mismo.

En todos los aspectos de la invencién, la(s)
inmunoglobulina(s) exdgenas preferibles/ locus del transgén
de la cadena de inmunoglobulina es la secuencia de la cadena
ligera y/o pesada de la inmunoglobulina humana/humanizada.

En todos 1los aspectos de la invencidén, el péptido
autoescindible de la invencidén puede obtenerse a partir de
las secuencias virales 2A/2B o tipo 2A/2B. Asi, el wvirus
puede seleccionarse entre el grupo dgue consiste en la
familia de virus picornaviridae, 1la familia de wvirus de
rinitis equina A (ERAV), la familia de virus de insectos de
tipo picornavirus y de la familia de virus de rotavirus de
tipo C. El1 virus también puede seleccionarse de entre el

grupo que consiste en el virus de la fiebre aftosa (FMDV),
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el virus de la rinitis equina A (ERAV), y virus del asigna
del Thosea (TaV).

En otro aspecto de la invencidén, la invencidn esta
relacionada con animales transgénicos no humanos que
comprenden las construcciones transgénicas descritas
anteriormente. Por ejemplo, los transgenes inhibidores de 1la
apoptosis se introducen preferiblemente en los animales que
experimentan linfopoyesis a corto plazo. Estos incluyen,
pero no se limitan a, conejos, pajaros, pollos, ovejas,
cabras, vacas, cerdos, caballos y burros. Estos animales con
linfopoyesis a corto plazo pueden también contener
transgenes, ©por ejemplo, que codifican un transgén de
inmunoglobulina(s)/ cadena de inmunoglobulina. Por otro
lado, la proteina de fusidén que codifica los transgenes
puede introducirse en cualguier animal no humano.

Asi, en la mayoria de aspectos de la invencidén, a no
ser que asi se especifique, los animales no humanos se
seleccionan entre el grupo gque consiste en roedores (por
ejemplo, ratones, ratas), conejos, aves (por ejemplo,
pollos, pavos, patos, gansos, etc.), vacas, cerdos, ovejas,
cabras, caballos, burros y otros animales de granja. En
algunos aspectos de la invencidén, el animal transgénico no
humano puede sustancialmente detener la diversificacidén de
anticuerpos mediante la reordenacidén génica temprana al
nacimiento o sustancialmente detener la diversificacidén de
anticuerpos durante el primer mes de su vida. En una
realizacién especifica, el animal transgénico no humano es

el conejo.
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Breve descripcién de las figuras

La Figura 1 muestra un alineamiento de aminodcidos de
la secuencia de polipéptidos de conejo (Id. de Sec. N°:5)
con otras moléculas bcl-2 derivadas de oras especies (Id. de
Sec. N°: 11-20).

Figura 2: Id. de Sec. N°: 1; un vector de inhibicién de
la apoptosis bcl-2 humano sintético bajo el control del
kappa 1 promotor especifico de linfocito B.

Figura 3: 1Id. de Sec. N°: 2; fragmento de DNA que
codifica la proteina de fusién de la IgG M2 de conejo -
péptido autoescindible F2A - bcl2 humano FRT rpsL-neo FRT.

Figura 4: 1Id. de Sec. N°: 3; fragmento de DNA que
codifica rpsL-neo flanqueada con sitios FRT y FRTZ2.

Figura 5: 1Id. de Sec. N°: 4; fragmento de DNA que
codifica la proteina de fusidén con IgG M2 de conejo -
péptido autoescindible F2A - bcl2 humano con codones
optimizados flanqueada por sitios FRT y FRT2.

Figura ©6: Id. de Sec. N©o: 5; La secuencia del
polipéptido bcl-2 de conejo.

Figura 7: 1Id. de Sec. N°: 6; fragmento de DNA que
codifica la proteina de fusidén con IgG M2 de conejo -
péptido autoescindible F2A - bcl2 humano con codones
optimizados.

Figura 8: 1Id. de Sec. N°: 7; fragmento de DNA que
codifica la proteina de fusidén con IgM M2 de conejo -
péptido autoescindible F2A - bcl2 humano.

Figura 9: 1Id. de Sec. N°: 8; fragmento de DNA que

codifica la proteina de fusidén con IgG M2 de conejo -
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péptido autoescindible F2A - bcl2 humano con codones
optimizados.

Figura 10: Id. de Sec. N°: 9; fragmento de DNA dque
codifica la proteina de fusidén con IgM M2 de conejo - diana
de escisidén de la furina - péptido autoescindible F2A - bcl2
humano.

Figura 11: Id. de Sec. N°: 10; fragmento de DNA due
codifica la proteina de fusidén con IgG M2 de conejo - diana
de escisidén de la furina - péptido autoescindible F2A - bcl2
humano con codones optimizados.

Descripcidén detallada de la invencién

Definiciones

A no ser que se defina de otra manera, los términos
técnicos y cientificos wutilizados agui poseen el mismo
significado que el que se entiende normalmente por un
experto en la materia a la gque esta invencidédn pertenece.
Singleton et al., Dictionary of Microbiology and Molecular
Biology 2@ ed., J. Wiley & Sons (New York, NY 1994), vy
March, Advanced Organic Chemistry Reactions, Mechanisms and
Structure 42 ed., John Wiley & Sons (New York, NY 1992),
proporcionan al experto en la materia una guia general para
muchos de los términos utilizados en la presente solicitud.

Un experto en la materia reconocerd muchos métodos vy
materiales similares o equivalentes a los descritos en este
documento, que pueden wutilizarse en la practica de 1la
presente invencidén. De hecho, la presente invencidén no esta
limitada a los métodos y materiales descritos. Para la

presente invencidén, se definen a continuacidén los siguientes
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términos.

Se define como "linfocitos B" el linaje de células B
que son capaces de experimentar una reordenacidén de los
segmentos génicos de inmunoglobulina y gue expresan genes de
inmunoglobulina en alguna fase de su ciclo de wvida. Estas
células incluyen, pero no se limitan a, pro-linfocitos B
tempranos, pro-linfocitos B tardios, pre-linfocitos B
grandes, pre-linfocitos B pequenios, linfocitos B inmaduros,
linfocitos B maduros, linfocitos B de memoria, células
plasmaticas, etc.

Como "inhibidor de 1la apoptosis"™ se refiere a una
molécula o sustancia cuya presencia o expresidén proporciona
una reduccién de la apoptosis en las células diana,
independientemente del mecanismo subyacente.
Preferiblemente, el inhibidor de 1la apoptosis reduce la
apoptosis de una célula diana en al menos alrededor del 50%,
o al menos alrededor del 60%, o al menos alrededor del 70%,
o al menos alrededor del 75%, o al menos alrededor del 80%,
o al menos alrededor del 85%, o al menos alrededor del 90%,
o al menos alrededor del 95% en relacién a la apoptosis en
ausencia del inhibidor.

El término "translocus o 1locus o segmento del gen
humano de Ig " tal como se utiliza en el presente documento
incluye ambas secuencias naturales de un locus génico o
segmento del mismo de Ig humana, formas degeneradas de
secuencias naturales de un locus génico o segmento del mismo
de Ig humana, asi como de secuencias sintéticas que

codifican una secuencia de polipéptido sustancialmente
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idéntica a un polipéptido codificado por una secuencia
natural de un locus génico o segmento del mismo de Ig
humana. En este contexto, por "sustancialmente" se entiende
que el grado de identidad en la secuencia de aminodcidos es
preferiblemente de al menos alrededor del 85%-95%, o mas
preferiblemente al menos alrededor del 90%-95%, o aun mas
preferiblemente al menos alrededor del 95%, o 1lo mas
preferible al menos alrededor del 98%. En un realizacidn
particular, el segmento génico de Ig humana hace que la
molécula de inmunoglobulina no sea inmunogénica en humanos.
Aqui, los términos "locus de la cadena ligera y/o pesada de
la inmunoglobulina (Ig) humana (humanizada)" o "locus Ig
humano o humanizado" se utilizan indistintamente.

Los términos "anticuerpo humano" vy "inmunoglobulina
humana " se utilizan en este documento para referirse a
anticuerpos y moléculas de inmunoglobulina gque comprende
secuencias completamente humanas.

Los términos "anticuerpo humanizado" y "inmunoglobulina
humanizada" tal como se utiliza en el presente documento,
indican una molécula de inmunoglobulina gque comprende al
menos una porcidén de una secuencia de polipéptido de
inmunoglobulina humana (o una secuencia de polipéptido
codificada por un segmento génico de inmunoglobulina
humana). Las moléculas de inmunoglobulina humanizada de la
presente invencidén pueden aislarse a partir de un animal
transgénico no humano disefado para producir moléculas de
inmunoglobulina humanizada. Dichas moléculas de

inmunoglobulina humanizada son menos inmunogénicas a 1los
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primates, especialmente a humanos, en relacidén a las
moléculas de inmunoglobulina no humanizadas preparadas a
partir del animal o preparadas a partir de células derivadas
del animal. Las inmunoglobulinas o anticuerpos humanizados
incluyen inmunoglobulinas (Ig) vy anticuerpos dque estan
ademas diversificados a través de la conversidén génica e
hipermutaciones somdticas en los animales con conversidn
génica. Dichas Ig o anticuerpos humanizados no son "humanos"
ya que no estdn hechos de forma natural por humanos (ya gue
los humanos no diversifican su repertorio de anticuerpos a
través de la conversidén génica) y aun, las Ig o anticuerpos
humanizados no son inmunogénicos a los humanos ya que poseen
secuencias de Ig humana en su estructura.

Los "transgenes o construcciones transgénicas" son
fragmentos de DNA con secuencias que codifican proteinas
naturales o sintéticas gque normalmente no se encuentran en
el animal o células del animal. El1 término "construccidn
transgénica" se utiliza en este documento para referirse a
una molécula de polinucledtido, qgue contiene un "gen de
interés" estructural y otras secuencias que facilitan 1la
transferencia del gen. Esta invencidén estd relacionada con
al menos dos construcciones transgénicas: 1) el transgén del
inhibidor de 1la apoptosis bcl-2 de conejo dirigido por un

promotor especifico de linfocito B , vy, 2) la construccién

transgénica con el locus de la 1Ig humana péptido
autoescindible - inhibidor de la apoptosis.
Un "vector de expresidén o construccién de expresidn

transgénico" se refiere a fragmentos de DNA que codifican, a



10

15

20

25

ES 2347979 T3

-16 -

parte de una o varias construcciones transgénicas de la
invencidén, otras secuencias reguladoras de DNA necesarias
para la expresidédn temporal, especifica de célula, o
potenciada de los transgenes de interés, dentro de las
células especificas del animal transgénico no humano.

E1l "transgén o construccidén transgénica con el locus de
la TIg humana (humanizada) - péptido autoescindible -
inhibidor de 1la apoptosis" se refiere a construcciones
transgénicas que se transcriben en un mRNA sencillo, que se
traduce en dos polipéptidos, a saber, la cadena de
inmunoglobulina humana (humanizada) y un inhibidor de la
apoptosis, debido a los mecanismos autoescindibles descritos
mads adelante.

El término "péptido autoescindible" tal como se utiliza
en el presente documento se refiere a una secuencia de
péptido que estd asociado con una actividad de escisidn que
ocurre entre dos residuos de aminodcidos dentro de la propia
secuencia del péptido. Por ejemplo, en el péptido 2A/2B o en
los péptidos similares a 2A/2B, la escisidén sucede entre el
residuo de glicina en el péptido 2A y un residuo de prolina
en el péptido 2B. Esto sucede a través de un "mecanismo de
escape ribosomal" durante la traduccidén en el que, la
formacidén de enlaces en el péptido normal entre el residuo
glicina 2A y el residuo prolina 2B del péptido 2A12B se ve
impedida, sin afectar a la traduccidén del resto del péptido
2B. Dichos mecanismos de escape ribosomales son bien
conocidos en la materia y se conocen por ser utilizados por

varios virus para la expresién de varias proteinas
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codificadas por un mensajero de RNA sencillo.

Los términos "linfocitos B que expresan Ig
(inmunoglobulina) enddgena" y "linfocitos B enddgenos" se
utilizan indistintamente, y se refieren a aquellos
linfocitos B que expresan el locus de inmunoglobulina
endégena del animal.

Los términos "linfocitos B que expresan Ig
(inmunoglobulina) exdgena" vy "linfocitos B exdgenos" se
refieren a aquellos linfocitos B de un animal no humano que
experimentan una reordenacidn productiva de un translocus de
Ig humana (humanizada) exdbgena introducida en dichos
linfocitos B. El1 locus de Ig humano (humanizado) se
introduce en dichos linfocitos B como una construccidén de
expresidén separada o como parte de la misma construccidn de
expresidén que codifican también el inhibidor de 1la
apoptosis. La reordenacidédn productiva del locus de Ig humano
(humanizado) resulta en la expresién de la Ig humana
(humanizada) y el inhibidor de la apoptosis codificado en el
transgén. Como resultado, la apoptosis en los linfocitos B
que expresan inmunoglobulina exdégena se ve inhibida vy
aumenta la supervivencia celular.

Por '"expresién del gen inhibidor de la apoptosis
especifico de linfocito B" se entiende, la expresidén del
producto del gen inhibidor de la apoptosis preferiblemente
en las células inmunitarias, mads preferiblemente en 1los
linfocitos B. La expresidén especifica del gen inhibidor de
la apoptosis en las células inmunitarias o linfocitos B se

logra utilizando un promotor inmuno especifico o)
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preferiblemente, utilizando un promotor especifico de
linfocitos B que dirige la expresién del gen inhibidor de 1la
apoptosis.

Por "expresidén selectiva del inhibidor de la apoptosis"
se entiende, la expresidén del producto del gen inhibidor de
la apoptosis preferiblemente en los linfocitos B exdgenos en
lugar de linfocitos B enddgenos que expresan las
inmunoglobulinas nativas del animal transgénico.
Preferiblemente, el nivel de expresién del inhibidor de 1la
apoptosis es de al menos alrededor de dos veces, mas
preferiblemente al menos alrededor de cinco veces, aun mas
preferiblemente al menos alrededor de diez veces, lo mas
preferible en al menos alrededor de 50 veces mas expresidn
en los linfocitos B exdgenos en comparacidén con la expresidn
en los linfocitos B enddgenos.

Los "anticuerpos"™ (Ab) vy las "inmunoglobulinas" (Ig)
son glicoproteinas que poseen las mismas caracteristicas
estructurales. Mientras que los anticuerpos presentan una

especificidad de unidén para un antigeno especifico, 1las

inmunoglobulinas incluyen ambos anticuerpos % otras
moléculas similares a anticuerpos que carecen de
especificidad de antigeno. El término "anticuerpo" se

utiliza en este documento en el sentido mas amplio y cubre
especificamente, sin limitacidén, a anticuerpos monoclonales
(incluyendo anticuerpos monoclonales de longitud completa),
anticuerpos policlonales, anticuerpos multiespecificos (por
ejemplo, anticuerpos biespecificos), y fragmentos de

anticuerpo siempre vy cuando presenten la especificidad
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deseada.

El término "segmento génico de Ig" tal como se utiliza
en el presente documento se refiere a segmentos de DNA que
codifican varias porciones de una molécula de Ig, que estan
presentes en la linea germinal de animales y humanos, y gue
se relUnen en los linfocitos B para formar dgenes de Ig
reordenados. Asi, los segmentos génicos de Ig tal como se
utilizan en el presente documento incluye 1los segmentos
génicos V, segmentos génicos D, segmentos génicos J vy
segmentos génicos de la regidén C. La reordenacidén funcional
de los segmentos VDJ o VJ resulta en la expresidédn de 1la
cadena ligera o pesada de la inmunoglobulina.

Los términos "diversidad de anticuerpo" y "repertorio
de anticuerpo " se utilizan de forma intercambiable, y se
refieren al total de todas las especificidades de anticuerpo
que un organismo es capaz de expresar.

Un locus de Ig que posee la capacidad de experimentar
una reordenacidén génica vy conversidén génica también es
referido en este documento como un locus de Ig "funcional",
y los anticuerpos con una diversidad generada mediante un
locus de Ig funcional también son referidos en este
documento como anticuerpos "funcionales" o un repertorio de
anticuerpos "funcionales".

El término "anticuerpo monoclonal" se wutiliza para
referirse a una molécula de anticuerpo sintetizada mediante
un clon Unico de linfocitos B.

El término "anticuerpo policlonal" se wutiliza para

referirse a una poblacién de moléculas de anticuerpo
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sintetizadas mediante una poblacién de linfocitos B.

Los términos "polinucledétido" y "acido nucleico" se
utilizan indistintamente, y, cuando se utiliza en singular o
plural, generalmente se refieren a cualquier
polribonucledétido o polidesoxiribonucledétido, que puede ser
RNA o DNA no modificado o RNA o DNA modificado. Asi, por
ejemplo, los polinucledétidos definidos en este documento
incluyen, sin limitacidén, DNA de cadena doble o sencilla,
DNA que incluye regiones de cadena doble o sencilla, RNA de
cadena doble o sencilla, y RNA que incluye regiones de
cadena doble o sencilla, moléculas hibridas que comprende
DNA y RNA que pueden ser de cadena sencilla o, de forma mas
habitual, de cadena doble o incluye regiones de cadena doble
o sencilla. Ademds, el término "polinucledtido" tal como se
utiliza en el presente documento se refiere a regiones de
cadena triple que comprende RNA o DNA o ambos RNA y DNA. Las
cadenas en dichas regiones pueden ser desde la misma
molécula o de diferentes moléculas. Las regiones pueden
incluir todas de entre una o mas moléculas, pero mas
normalmente involucran sélo una regién de alguna de las
moléculas. Una de las moléculas de una regidén de triple
hélice a menudo es un oligonucledétido. E1l término
"polinucledétido" especificamente incluye c¢cDNA. El1 término
incluye DNA (que incluye cDNA) y RNA gue contienen una o mas
bases modificadas. Asi, los DNA o RNA con estructuras
modificadas para la estabilidad o por otras razones son
"polinucledtidos" tal como el término pretende que lo sea en

este documento. Ademds, los DNA o RNA que comprenden bases
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atipicas, como la inosina, o bases modificadas, como las
bases tritiadas, se incluyen dentro del término
"polinucledétidos" tal como se define en este documento. En
general, el término "polinucledétido" abarca todas las formas
quimicamente, enzimaticamente y/o metabdlicamente
modificadas de polinucledétidos no modificados, asi como las
formas gquimicas de DNA y RNA caracteristicos de wvirus vy
células, que incluye células simples y complejas.

El término "animal (transgénico) no humano" tal como se
utiliza en el presente documento incluye, pero no se limita
a, mamiferos como, por ejemplo, primates no humanos,
roedores (por ejemplo, ratones vy ratas), mamiferos no
roedores, como, por ejemplo, conejos, cerdos, ovejas,
cabras, wvacas, cerdos, caballos vy burros, vy aves (por
ejemplo, pollos, pavos, patos, gansos y similares). El
término " animal no primate" tal como se utiliza en el
presente documento incluye, pero no se limita a, mamiferos
diferentes de primates, que incluye pero no se limita a los
mamiferos especificamente enumerados anteriormente.

La frase "animales que crean diversidad de anticuerpos
sustancialmente mediante conversidén génica y/o hipermutacidn
somatica para crear repertorios de anticuerpos primarios" o
"animales de conversidén génica" % sus equivalentes
gramaticales, se utilizan para referirse a dichos animales
en que el mecanismo predominante de la diversificacidén de
anticuerpos es la conversidén génica y/o hipermutacidén a
diferencia de la reordenacidén génica. Dichos animales

incluyen, pero no se limitan a, conejos, aves (por ejemplo,
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pollos, pavos, patos, gansos y similares), vacas y cerdos.
Los animales no humanos particularmente preferibles son los
conejos y los pollos.

Por animales gque "detienen la reordenacidén génica de
anticuerpos temprana al nacimiento" se refiere a aquellos
animales en los que la reordenacidén de los genes de
inmunoglobulina se detiene normalmente durante el primer mes
de wvida. Ejemplos de dichos animales son, sin ser
limitantes, conejos, aves (por ejemplo, pollos), ovejas,
cabras, bovinos, cerdos y caballos .

Descripcién detallada

Esta invencidén, al menos en parte, se basa en el
reconocimiento de que la produccién de inmunoglobulina (gue
incluye la cadena de inmunoglobulinas) en un animal
transgénico no humano que experimenta linfopoyesis a corto
plazo puede aumentarse significativamente por la expresidn
de un inhibidor de 1la apoptosis en los linfocitos B del
animal. Como resultado, la supervivencia de los linfocitos B
se ve aumentada y la produccidén de inmunoglobulina aumenta.

La invencidén se basa ademds en la identificacidén de un
nuevo inhibidor de la apoptosis, bcl-2 de conejo. De acuerdo
con esto, en una realizacidn, la invencidn estd relacionada
con métodos para aumentar la expresidén de inmunoglobulina en
animales transgénicos no humanos mediante la sobreexpresidén
de bcl-2 de conejo en los linfocitos B del animal,
utilizando un promotor especifico de linfocitos B ,
aumentando asi la supervivencia de los linfocitos B.

Esta invencidén estd relacionada también con un método
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para aumentar de forma selectiva la supervivencia de
linfocitos B exdégenos, es decir, linfocitos B gue expresan
un locus transgénico de inmunoglobulina, por encima de 1la
supervivencia de los linfocitos B enddgenos que no expresan
dicho locus transgénico en animales no humanos, que
experimentan linfopoyesis a corto plazo. La selectividad se
logra acoplando la expresidén de inmunoglobulina exdgena con
la expresién del inhibidor de 1la apoptosis. En los
linfocitos B enddégenos, el inhibidor de la apoptosis no se
expresa y por lo tanto, no se inhibe la apoptosis. Dicha
expresidén selectiva resulta en produccidén preferente de la
expresidén de inmunoglobulina transgénica por encima de la
inmunoglobulina producida de forma enddgena del animal
transgénico.

La sobreexpresién de inhibidores de la apoptosis bcl-2
(diferentes de la secuencia de conejo descrita en primer
lugar en este documento) se ha estudiado principalmente en
ratones que muestran respuestas de anticuerpo amplificadas y
prolongadas a la inmunizacién debido a un gran exceso de
linfocitos B, «células secretoras de inmunoglobulina, e
inmunoglobulinas séricas, atribuible a un aumento de la
longevidad del 1linaje de linfocitos B y linfocitos B de
memoria especificos de antigeno; McDonnell et al., Cell,
57:79-88, (1989); Strasser et al., Current Topics 1in
Microbiology and Immunology, 166:175-181, (1990); Knott et
al., Hybridoma, 15 (5):365-371, (1996); Smith et al., J.
Exp. Med., 191(3):475-784 (2000); Strasser et al., PNAS,

88:8661-8665, (1991) y Kumar et al., Immunology Letters,
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65:153-159, (1999).

La apoptosis de poblaciones diana de linfocitos B
ocurre de forma rutinaria durante el desarrollo de los
linfocitos B. Se han identificado dos estrategias
principales para el desarrollo de linfocitos B a través del
estudio de diferentes especies: linfopoyesis B continua,
como en ratones y humanos, y linfopoyesis B a corto plazo
seguida de expansidén en tejido 1linfoide asociado a 1los
intestinos (GALT), como en pollos, conejos, ovejas y vacas
(revisado por Lanning D, Osborne BA, Knight, KL.,
Immunoglobuline genes and generation of antibody repertoires
in higher vertebrates: a key role of GALT. Molecular Biology
of B cells. Alt F.W., Honjo T, Nueberger, M. S., Eds.
Elsevier London, p 443 (2004); vy Flajnik M.F., Comparative
analysis of immunoglobuline genes: surprises and portents.
Nat. Rev. Immunol. 2:688, (2002)).

En especies en las que sucede la linfopoyesis B
continua, los linfocitos B se desarrollan principalmente en
la médula o6sea vy el higado fetal, vy los genes de
inmunoglobulina se diversifican en el sitio a través del
proceso de unidén combinatoria de V(D)J. La mayoria de 1los
linfocitos de sangre periférica en dichas especies son IgM+,
Igb+, o linfocitos B naive <con genes VDJ vy VJ sin
diversificar, autn en adultos. Asi, debe haber menos presidn
para producir un compartimiento de linfocitos B rdpidamente
en animales con linfopoyesis B continua ya que 1los nuevos
linfocitos B con nuevas especificidades antigénicas se

producen de forma continua.
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Por otro lado, en las especies con sistema GALT (tejido
linfoide asociado a intestino) en las que la linfopoyesis B
es breve, un grupo inicial de linfocitos B se forma en 1los
inicios tempranos de la vida en los tejidos como el saco
vitelino vy el Dbazo, y posteriormente, los genes de
inmunoglobulina (Ig) se diversifican en el sistema GALT. Ya
que la detencidén de la linfopoyesis B es rapida, este
compartimiento inicial de 1linfocitos B debe expandirse vy
diversificarse rapidamente para generar anticuerpos con
especificidades bioldégicamente relevantes. Por ejemplo, la
diversificacidén somatica de los genes de Ig comienza incluso
antes del nacimiento de los pollos, ovejas y wvacas. Como
consecuencia, casi todos los genes VDJ de los linfocitos de
sangre periférica de los conejos adultos por ejemplo, estan
altamente diversificados y carecen de linfocitos B naive.
Incluso, el conejo adulto es muy capaz de montar respuestas
primarias de anticuerpos a antigenos previamente
desconocidos. Esto es debido a que 1los linfocitos B que
migran desde el GALT a la periferia parecen ser del
repertorio de linfocitos B primarios, y aungue sus genes VDJ
yva estan diversificados, estos linfocitos B de wvida larga
y/0 autorenovativos pueden mantener el repertorio de
anticuerpos funcionales. También es probable que, como en el
caso de 1los conejos, la estimulacién antigénica exdtica
ayuda a dirigir la diversificacién del repertorio de
anticuerpos en especies con linfopoyesis B corta.

En los ratones normales, durante las respuestas inmunes

primarias dependientes de linfocitos T, las mutaciones
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somaticas de los genes de la regidén Ig V suceden en los
linfocitos B del centro germinal, generando asi variantes de
linfocitos B gque expresan inmunoglobulinas con afinidades
alteradas para el antigeno. Las variantes con afinidad
mejorada se seleccionan ©positivamente a través de la
inhibicidén de la apoptosis y al final, dicha alta afinidad
de los linfocitos B forman la mayor parte de memoria
especifica de antigeno y ©poblaciones de 1linfocitos B
formadoras de anticuerpos. Los linfocitos B con un receptor
de baja afinidad fracasan a la hora de recibir dichas
seflales de supervivencia dependientes de antigeno vy
experimentan apoptosis. Un aumento en los linfocitos B de
alta afinidad, dentro de las poblaciones de linfocito B de
memoria 'y formadores de anticuerpos, se refiere como
maduracidén de la afinidad.

En los ratones transgénicos con bcl-2, la
sobreexpresién de Dbcl-2 resulta en la prevencidén de
apoptosis no sélo de los linfocitos B de alta afinidad, sino
también de los linfocitos B de baja afinidad. Los ratones
que sobreexpresan Bcl-2 poseen un numero excesivo de
linfocitos B de memoria gque no estan seleccionados por
afinidad. Por el contrario, la seleccidén rigurosa de células
formadoras de anticuerpo de alta afinidad de la médula o6sea
en los ratones bcl-2 no se ve influenciada por el transgén
bcl-2 y su nuUmero permanece sin cambios en comparacidn con
los controles.

Mientras que los efectos de la sobreexpresidén de bcl-2

en la supervivencia y desarrollo de linfocito B en otros
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animales que experimentan linfopoyesis B continua puede ser
similar a 1la del ratdén, su papel en el desarrollo de
linfocitos B de memoria y/o formadores de anticuerpos de
animales que experimentan linfopoyesis B a corto plazo no
estd claro.

Por lo tanto, la presente invencidn esta dirigida a los
métodos para sobreexpresar un inhibidor de la apoptosiss,
particularmente en animales con linfopoyesis B a corto plazo
como conejos, aves, pollos, ovejas, cabras, vacas, cerdos,
caballos y burros y aumentar la supervivencia de linfocitos
B en dichos animales transgénicos. Ademds, cuando estos
animales expresan ademads un translocus de Ig, la expresidn
del translocus de Ig se ve aumentada o prolongada y ya que
son animales grandes, su cantidad de anticuerpos suele ser
mayor. Asi, esta invencidén tiene como objetivo <crear
animales fundadores mas grandes que producen mayores
cantidades exdédgenas de inmunoglobulinas a través del aumento
de la supervivencia de linfocitos B.

En un aspecto, la presente invencidédn estd dirigida a
construcciones transgénicas utiles para aumentar la
supervivencia de los linfocitos B. Los transgenes ©
construcciones transgénicas son fragmentos de DNA con
secuencias que codifican para wuna, o varias, proteinas
naturales o sintéticas gque no se encuentran normalmente en
el animal o células del animal. Los fragmentos de DNA pueden
introducirse en el genoma del animal mediante una serie de
técnicas que incluye la microinyeccidén de pronucleos,

transfeccidn, clonacidén por transferencia de nucleos,



10

15

20

25

ES 2347979 T3

_28 -

transferencia génica mediada por esperma, transferencia
génica mediada por testiculos y similares.

En una realizaciédn, la construccidn transgénica
comprende la molécula de 4&cido nucleico que codifica el
inhibidor de la apoptosis, el polipéptido bcl-2 de conejo.
Por "molécula de acido nucleico que codifica el inhibidor de
la apoptosis" se entiende la secuencia de DNA nativa, asi
como cualquier coddédn optimizado de la secuencia de DNA que
codifica para una secuencia de polipéptido idéntica a 1la
secuencia de DNA nativa, pero gque posee una secuencia de DNA
diferente basada en la degeneracidén de codones. Este
concepto se discute en detalle mads adelante. En otra
realizaciédn, la construccidén transgénica comprende la
molécula de &dcido nucleico que codifica cualquier inhibidor
de la apoptosis. El gen inhibidor de la apoptosis, como el
gen bcl-2 de conejo o el gen bcl-2 humano, se expresa
preferiblemente en los linfocitos B del animal transgénico
mediante un promotor inmunoespecifico, preferiblemente un
promotor especifico de linfocito B. Por lo tanto, se aumenta
la expresién del inhibidor de la apoptosis preferiblemente
en los linfocitos B solos, conduciendo a un aumento de la
supervivencia de los linfocitos B en los animales
transgénicos no humanos. Por "promotor especifico de
linfocito B" se entiende una secuencia
promotora/potenciadora de cualquier gen especifico de
linfocito B, y/o wvariantes o porciones disefladas de 1los
mismos, que normalmente controlan la expresidén de los genes

expresados en un linfocito B, ejemplos de los cuales
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incluyen, pero no se limitan a, promotores/potenciadores de
cpl9, ¢bp20, CD21, CD22, CD23, CD24, CD40, CD72, Blimp-1,
CD79b (también conocidos como B29 o Ig beta), mb-1 (también
conocido como Ig alfa), quinasa de tirosina blk, VpreB,
cadena pesada de inmunoglobulina, cadena 1ligera kappa de
inmunoglobulina, cadena ligera lambda de inmunoglobulina,
cadena J de inmunoglobulina, etc. En wuna realizacidn
preferible, el promotor/potenciador de la cadena ligera
kappa dirige la expresidén especifica de linfocito B del gen
inhibidor de la apoptosis bcl-2 de conejo.

En aun otra realizacidén, la construccidén transgénica
que comprende la molécula de acido nucleico que codifica el
inhibidor de la apoptosis se coexpresa con una construccidn
transgénica que comprende una inmunoglobulina exdgena o
locus transgénico de cadena de inmunoglobulina (Ig). En esta
realizacidén, ambos locus transgénicos de Ig y el transgén
inhibidor de la apoptosis puede estar presente en el mismo
vector de expresidén transgénico o en dos vectores de
expresidén transgénicos diferentes. En este ultimo caso, los
dos vectores de expresidén transgénicos pueden introducirse
en el animal transgénico no humano a la vez o de forma
secuencial.

La presente invencién también proporciona
construcciones transgénicas que comprenden un transgén
quimérico que codifica una proteina de fusidén que comprende
un transgén que codifica una proteina de fusidén que
comprende secuencias de polipéptidos en el siguiente orden:

a) una inmunoglobulina o cadena de inmunoglobulina; b) un
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péptido autoescindible; c¢) un inhibidor de la apoptosis; vy
opcionalmente, d) un sitio de escisidén de proteasas entre a)
vy b). Agqui, la expresién del inhibidor de la apoptosis esta
unido o acoplado a la expresidén de la cadena ligera o pesada

de la inmunoglobulina o utilizando los mecanismos discutidos

mas adelante. Esta construccidén transgénica también se
denomina construccién con el locus de Ig - diana de escisidn
de proteasa - péptido de autoescisidédn - inhibidor de 1la

apoptosis. En esta construccidén, se aflade una diana de
escisién de proteasas opcionalmente para facilitar 1la
eliminacién de la secuencia de péptido autoescindible F2A de
la inmunoglobulina; por ejemplo, a partir del exdén M2 de la
Ig, para prevenir cualquier interferencia potencial de la
secuencia de péptido F2A con seflalizacidén (y por lo tanto
desarrollo de 1linfocito B). Los sitios de escisidén de
proteasa pueden reconocerse mediante cualgquier ©proteasa
expresada de forma constitutiva. Los sitios de escisidén de
proteasa utiles aqui incluye, pero no se limitan a,
proteasas asparticas, proteasas de cisteina,
metaloproteasas, proteasas de serina proteasas de treonina,
etc. En una realizacidén preferible, el sitio de escisidén de
la proteasa es el sitio de escisién de furina.

Los transgenes gquiméricos descritos anteriormente
comprenden secuencias de DNA que codifican un péptido
autoescindible (por ejemplo, péptido 2A o péptido tipo 2A).
La insercién de la secuencia que codifica un péptido
autoescindible entre la secuencia que codifica una

inmunoglobulina y una secuencia de inhibidor de la apoptosis
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en el transgén resulta en la produccién de un mensajero de
RNA. La traduccidén de este mRNA, no obstante, resulta en dos
proteinas separadas, la(s) inmunoglobulina(s) y el inhibidor
de la apoptosis, gracias al mecanismo autoescindible del
péptido. Por 1lo tanto, la expresidén del inhibidor de 1la
apoptosis puede acoplarse a la reordenacidén funcional de los
segmentos VDJ o VJ.

En una realizacidén de la 1invencidén, la autoescisidn
estd mediada por los péptidos 2A/2B, o las secuencias tipo
2h /2B de wvirus que incluye la familia de wvirus
picornaviridae, la familia de virus de rinitis equina A
(ERAV), la familia de virus de insectos tipo picornavirus y
a la familia de virus de rotavirus de tipo C. La familia de
virus de picornaviridae incluye los virus entero-, rino-,
cardio- y afto- y de la fiebre aftosa (FMDV). La familia de
virus de insecto de picornavirus incluye virus como el virus
infeccioso flacherie (IFV), el virus de Drosophila C (DCV),
el virus de la pardalisis aguda de las abejas (ABPV) vy el
virus de la paralisis del grillo (CrPV) vy el virus de
insecto del asigna de Thosea (TaV). El1 tipo de familia de
rotavirus C incluye los rotavirus bovino, porcino y humano
de tipo C. En otras realizaciones, las secuencias
escindibles pueden incluir secuencias tipo 2A/ 2B de
poliovirus, rinovirus, virus coxsackie, virus de la
encefalomiocarditis (EMCV), mengovirus, el teschovirus-1
porcino, o el wvirus de 1la encefalitis murina de Theiler
(TMEV), etc. En una realizacién preferible, la secuencia de

proteina autoescindible es el péptido 2A/2B del virus de la
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fiebre aftosa (FMDV), el virus de 1la rinitis A equina
(ERAV), o el virus del asigna de Thosea (TaV); Palmenberg et
al., Virology 190:754-762 (1992); Ryan et al., J Gen Virol
72:2727-2732 (1991); Donnelly et al., J Gen Virol 82:1027-
1041 (2001); Donnelly et al., J Gen Virol 82:1013-1025
(2001) ; Szymaczak et al., ©Nature Biotech 22(5):589-594
(2004). Asi, al wutilizar el péptido autoescindible, 1la
expresién del gen inhibidor de la apoptosis estd unido o
acoplado a la expresién del translocus de Ig en 1los
linfocitos B exdgenos. La supervivencia selectiva de
linfocitos B exdgenos sobre los linfocitos B enddgenos
resulta en una produccidén reducida de inmunoglobulina
enddédgena pero con el correspondiente aumento de la
produccidn de polipéptido/proteina codificada en el
translocus de Ig.

Mientras que se discute si bcl-2 es un prototipo de
inhibidor de la apoptosiss, otros inhibidores de 1la
apoptosiss también se incluyen para su uso en la
construccidén de transgenes quiméricos. Estos incluyen, sin
limitatarse, a mutantes dominantes negativos de caspasa-9
(caspasa—-9DN), baculovirus p35, caspasa-9S, crmA, z-VAD-fmk,
z-DEVD-fmk, B-D-fmk, vy z-YVAD-fmk, otros miembros de 1la
familia bcl-2 como Becl-xL, Mcl-1, etc., 1inhibidores de
moléculas proapoptdticas como Bax, Bak, Bad, inhibidores de
"dominio BH3 sdélo" moléculas como Bid, Bim, PUMA, Noxa,
etc., otros inhibidores enddégenos de la caspasa como IAP
(inhibidor de proteinas de apoptosis) gque incluye, pero no

se limita a XIAP, TIAP, KIAP, NAIP, cIAP1l, cIAP2, API],
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API2, API3, API4, HIAP1, HIAP2, MIHA, MIHB, MIHC, ILP, ILP-
2, TLAP, survivina, livina, apollon, BRUCE, y MLIAP, etc.,
proteinas como SODD vy FLIP, etc. involucradas en la
regulacién negativa de los receptores de muerte y variantes
de los mismos. En una realizacidédn especifica, el inhibidor
del gen de la apoptosis puede ser un gen bcl-2 de mamifero y
en realizaciones preferibles, el gen bcl-2 de mamifero se
selecciona de entre el grupo que consiste en bcl-2 humano,
bcl-2 de ratédn y becl-2 de conejo de Id. de Sec. N°: 5. En
una realizacidén preferible, se wutiliza el gen bcl-2 de
conejo de Id. de Sec. N°: 5. En aun otro aspecto de 1la
invencién, el transgén codifica cadenas pesadas de
inmunoglobulina y/o cadenas ligeras de inmunoglobulina o
partes de las mismas. El loci puede estar en la
configuracién de linea germinal o en una forma reordenada.
Las secuencias codificantes o partes de las mismas pueden
codificar inmunoglobulinas humanas resultantes de la
expresidén de anticuerpos humanos (humanizados).

Los transgene(s) que codifican anticuerpos humanos
(humanizados) contiene(n) un locus de Ig o un gran porcidén
de un locus de Ig, gue contiene uno o varios segmentos de Ig
humana (por ejemplo, un segmento génico de Ig V, D, J o C
humana). Alternativamente, el transgén es un locus de
inmunoglobulina humana o una gran porcién del mismo. EI
transgén que contiene dicho locus de Ig humana o dicho locus
de Ig modificado o porcidén modificada de un locus de Ig,
también se refieren aqui como "un translocus de Ig humana

(humanizada)", es capaz de experimentar una reordenacidn
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génica en el transgénico animal no humano para producir un
repertorio diversificado de anticuerpos gue poseen al menos
una porcién de una secuencia de polipéptido de
inmunoglobulina humana.

Los genes de la cadena ligera o pesada de la
inmunoglobulina comprenden varios segmentos codificados por
genes 1individuales y separados por secuencias de intrones.
Estos genes para la cadena pesada de inmunoglobulina humana
se encuentran en el cromosoma 14. La regidn variable de 1la
cadena pesada (VH) comprende tres segmentos génicos:
segmentos V; D vy J, seguidos de multiples genes dJue
codifican la regidén C. La regidén V estd separada de 1la
regidén C por un espacio grande, y los genes individuales que
codifican los segmentos V, D y J también estan separados por
espaciadores.

Existen dos tipos de cadenas ligeras de
inmunoglobulina: X y Y. Los genes de 1la cadena 1ligera K
humana se encuentran en el cromosoma 2 y los genes de la
cadena ligera Y humana se encuentran en el cromosoma 22. La
regién variable de las cadenas 1ligeras del anticuerpo
incluye un segmento V y un segmento J, codificada por
segmentos génicos separados. En la configuracién de linea
germinal del gen de la cadena ligera K, existen
aproximadamente 100-200 genes de la regidén V en reordenacidn
lineal, cada gen con su propia secuencia lider, seguida de
aproximadamente 5 segmentos génicos J, y un segmento génico
C de regidén . Todas las regiones V estdan separadas por

intrones, y existen a su vez 1intrones separando las



10

15

20

25

ES 2347979 T3

-35-

segmentos génicos de las regiones V, J y C.

Adicionalmente, los vectores que contienen las
construcciones transgénicas descritas anteriormente pueden
contener ademds secuencias de DNA que codifican marcadores
de seleccién de antibidéticos como gentamicina, neomicina o
kanamicina etc. y/o otros componentes convencionales de la
expresidén de vectores.

La presente invencién proporciona métodos para aumentar
la expresidén de inmunoglobulinas en un animal transgénico no
humano que experimentan linfopoyesis a corto plazo que
comprende la introduccidén en el animal transgénico que
experimenta linfopoyesis a corto plazo, al menos una
construccidén transgénica que comprende un transgén de
inhibidor de la apoptosis dirigido por un
promotor/potenciador especifico de linfocito B. Asi, 1la
apoptosis de dichos linfocitos B con la construccidén
transgénica se ve inhibida % la produccidén de
inmunoglobulinas o cadena de inmunoglobulina estd aumentada.
En otra realizacidén de este método, el animal transgénico no
humano que experimenta linfopoyesis a corto plazo puede
comprender ademdas una(s) inmunoglobulina(s) exdgena(s) o
locus transgénico de cadena de inmunoglobulina. Esto resulta
en una mayor proporcidén de inmunoglobulina exdgena que puede
simplificar enormemente la purificacidén y produccidén de
anticuerpos. En este ejemplo, el inhibidor del gen de 1la
apoptosis puede introducirse, como parte de una construccidn
de expresidén transgénica que también introduce el translocus

de Ig, o en diferentes construcciones transgénicas.
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La invencién también proporciona otro método para
aumentar de forma selectiva la expresién de una(s)
inmunoglobulina(s) exdgena(s)/cadena de inmunoglobulina en
un linfocito B exdégeno de un animal transgénico no humano,
en el gque se acopla la expresidén de la(s) inmunoglobulina(s)
exdgena (s) /cadena de inmunoglobulina y un transgén con un
inhibidor de la apoptosis en el linfocito B exdgeno. Por 1lo
tanto, no hay expresidén del inhibidor de 1la apoptosis en
linfocitos B enddégenos, o linfocitos B gue no expresan el
translocus de Ig. Debido a la reordenacidén productiva del
translocus de la inmunoglobulina exdégena y el aumento en la
supervivencia de linfocitos B exdégenos, la produccidén de
inmunoglobulinas codificadas por el transgén estd aumentada
sobre la produccidén de inmunoglobulina enddgena. Asi, la
supervivencia de linfocitos B exdgeno estda aumentada y la
produccidn de inmunoglobulina(s) exdégena (s) /cadena de
inmunoglobulina también estad aumentada.

La presente invencidn proporciona ademds secuencias de
acido nucleico que codifican proteinas, polipéptidos o
secuencias de péptido de bcl-2 de conejo, dque es un
inhibidor de 1la apoptosis. También se contempla dgue una
secuencia dada de &cido nucleico para el bcl-2 de conejo
pueda estar representada por variantes naturales qgque poseen
secuencias ligeramente diferentes de 4&cido nucleico pero,
que sin embargo, codifican la misma proteina. Ademds, el
término coddédn funcionalmente equivalente se utiliza en este
documento para referirse a los codones que codifican el

mismo aminodcido, por ejemplo, los seis codones para la
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arginina o serina, y también se refiere a los codones due
codifican aminodcidos bioldgicamente equivalentes, como se
discute en el presente documento.

Los segmentos de DNA de bcl-2 de conejo utilizados en
la presente invencién abarcan polipéptidos vy péptidos
modificados Dbioldgicamente y funcionalmente equivalentes.
Dichas secuencias pueden surgir como consecuencia de la
redundancia de codones y a la equivalencia funcional que se
sabe que ocurre de forma natural en las secuencias de &cidos
nucleico y de las proteinas codificadas. Alternativamente,
las proteinas o péptidos funcionalmente equivalentes pueden
crearse mediante la aplicacidén de tecnologia de DNA
recombinante, en que los cambios en la estructura de
proteinas pueden disefiarse, en base a las consideraciones de
las propiedades de los aminocdcidos a cambiar. Los cambios
disefiados pueden introducirse a través de la aplicacidén de
técnicas de mutagénesis dirigida al sitio, por ejemplo, para
introducir mejoras en la antigenicidad de la proteina, para
reducir los efectos de la toxicidad de la proteina in vivo a
un sujeto que se le administra la proteina, o para aumentar
la eficacia de cualquier tratamiento que involucra a la
proteina.

Permitiendo 1la degeneracidén del cdébdigo genético, la
invencién incluye secuencias que poseen al menos alrededor
del 50%, normalmente al menos alrededor del 60%, mas
habitualmente alrededor del 70%, aun mas frecuentemente
alrededor del 80%, preferiblemente al menos alrededor del

90% y mas preferiblemente alrededor del 95% de identidad de
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secuencia con la secuencia de nucledtidos del gen bcl-2 de
conejo o el gen bcl2 humano, respectivamente. Estas también
se denominan secuencias con codones optimizados y se
discuten a continuacién en los llamados codones equivalentes
funcionalmente.

El término equivalente bioldgicamente funcional es bien
conocido en la materia y se define en mds detalle aqui. De
acuerdo con esto, las secuencias que poseen entre alrededor
del 70% y alrededor del 80%; o mas preferiblemente, entre
alrededor del 81% vy alrededor del 90%; o incluso mas
preferiblemente, entre alrededor del 91% y alrededor del 99%
de identidad a nivel de aminodcidos se consideran
equivalentes funcionalmente al polipéptido bcl-2 de conejo,
siempre que la actividad bioldégica de la proteina se
mantenga.

El término coddn equivalente funcionalmente se utiliza
aqui para referirse a los codones qgue codifican el mismo
aminoacido, como los seis codones de la arginina o la
serina, y también se refiere a los codones qgque codifican
aminodcidos equivalentes bioldgicamente.

La siguiente discusidén se basa en el cambio de 1los
aminodcidos de wuna proteina para crear un equivalente, o
incluso una molécula mejorada, de segunda generacidén. Por
ejemplo, ciertos aminoacidos pueden sustituirse por otros
aminodcidos en wuna estructura proteica sin wuna pérdida
apreciable de la capacidad de unién interactiva con las
estructuras como, por ejemplo, regiones de unidén a antigeno

de los anticuerpos o puntos de unién en las moléculas
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sustrato. Como es la capacidad de interaccidén vy 1la
naturaleza de una proteina 1lo que define la actividad
funcional Dbioldégica de wuna proteina, pueden realizarse
ciertas sustituciones de aminodcidos en una secuencia de
proteina, y en la secuencia de DNA subyacente que la
codifica, y sin embargo obtener una proteina con propiedades
similares. Por 1lo tanto, los 1inventores contemplan que
pueden realizarse varios cambios en las secuencias de DNA de
los genes sin una pérdida apreciable de su wutilidad o
actividad bioldégica, como se discute a continuacidn.

Al realizar dichos cambios, también puede considerarse
el indice hidropadtico de los aminodcidos. La importancia del
indice hidropatico de los aminodcidos en la aportacidn de
funcidén Dbioldgica interactiva a una proteina es conocida
generalmente en la materia (Kyte y Doolittle, 1982). Esta
aceptado que el caracter relativo Thidropadtico de un
aminodcido contribuye a la estructura secundaria de la
proteina resultante, que a su vez define la interaccidén de
la proteina con otras moléculas, por ejemplo, enzimas,
sustratos, receptores, DNA, anticuerpos, antigenos 3
similares.

También es conocido en la materia que la sustitucidén de
aminodcidos similares puede realizarse de forma efectiva en
base a su hidrofilicidad. La patente estadounidense N°
4.554.101 muestra que la mayor hidrofilicidad promedia local
de una proteina, que viene dada por la hidrofilicidad de sus
aminodcidos adyacentes, correlaciona «con una propiedad

bioldégica de 1la proteina. Como se detalla en la patente
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estadounidense N° 4.554.101, se han asignado los siguientes

valores de hidrofilicidad a los residuos aminoacidicos:

arginina (+3,0); lisina (+3,0); aspartico (+3,0.+-,1);
glutamico (+3,0.+4-,1); serina (+0,3); asparagina (+0,2)
glutamina (+0,2); glicina (0); treonina (-0,4); prolina (-
0,5.+-,1);alanina (-0,5); histidina (-0,5); cisteina (-1,0);
metionina (-1,3); wvalina (-1,5); 1leucina (1,8); isoleucina
(-1,8); tirosina (-2,3); fenilalanina (-2,5); triptdéfano (-
3,4).

Se entiende que puede sustituirse un aminoacido por
otro con un valor de hidrofilicidad similar vy seguir
obteniendo una proteina equivalente bioldégicamente y
equivalente inmunoldégicamente. En tales cambios, es
preferible la substitucidén de aminodcidos cuyos valores de
hidrofilicidad estan entre =, 2, son particularmente
preferibles los de los que estdn entre .+-,1, y son incluso
mas particularmente preferibles los de los gue estdan entre
.4+-.0,5.

Como se remarca aqui, las sustituciones de aminodcidos
generalmente se basan en la similitud relativa de los
sustituyentes de las cadenas laterales de los aminodcidos,
por ejemplo, de su hidrofobicidad, hidrofilicidad, carga,
tamafo y similares. Los ejemplos de sustituciones que toman
en consideracidén las anteriores distintas caracteristicas
son bien conocidas para los expertos en la materia e
incluyen: arginina y lisina; glutamico y aspartico; serina y
treonina; glutamina vy asparagina; vy valina, leucina e

isoleucina.
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Otra realizacidén para la preparacidén de polipéptidos de
acuerdo con la invencién es la utilizacidén de miméticos de
péptidos. Los miméticos son moléculas que contienen péptidos
que mimetizan elementos de la estructura secundaria de la
proteina (Johnson 1993). La razdén subyacente para la
utilizacidén de miméticos de péptidos es gue el esqueleto
peptidico de las proteinas existe principalmente para
orientar las cadenas laterales de los aminodcidos de tal
manera que se faciliten las interacciones moleculares, como
las de un anticuerpo y un antigeno. Es esperable gque un
mimético de péptidos permita interacciones moleculares
similares a las de la molécula natural. Estos principios
pueden wutilizarse, Jjunto con los principios mencionados
anteriormente, para diseflar moléculas de segunda generacidn
con muchas de las propiedades naturales de los inhibidores
de la apoptosis con caracteristicas alteradas y mejoradas.

Por lo tanto, la secuencias de &dcido nucleico variantes
que codifican el bcl-2 de conejo % polipéptidos
funcionalmente equivalentes del bcl-2 de conejo son uUtiles
como inhibidores de la apoptosis en esta invencién.

La capacidad del sistema inmune de proteger frente a
las infecciones se basa en una maqgquinaria genética
especializada para crear un repertorio diverso de
anticuerpos. Los genes que codifican los anticuerpos en los
linfocitos B se ensamblan de manera que permiten
combinaciones innumerables de puntos de unidén en la regidn
variable (V). Se estima que de tales mecanismos pueden

obtenerse mds de 1012 posible estructuras de unidén. En todos
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los animales, lo que incluye los humanos, el proceso de
generacién de anticuerpos se inicia recombinando segmentos
variables (V), de diversidad (D) y de unidén (J) del locus de
las inmunoglobulinas (Ig). Tras este paso, dependiendo de 1la
especie del animal, se utilizan dos mecanismos generales
para producir las diversas estructuras de unién de 1los
anticuerpos.

En algunos animales, como el humano y el ratdén, existen
multiples copias de los segmentos génicos V, D y J en el
locus de la <cadena pesada de las inmunoglobulinas, vy
multiples copias de los segmentos génicos V y J en el locus
de la cadena ligera de las inmunoglobulinas. La diversidad
de los anticuerpos en estos animales se genera
primordialmente mediante reordenamiento génico, es decir,
diferentes combinaciones de segmentos génicos para formar
una regidén variable de la cadena pesada y una regidn
variable de la cadena ligera reordenadas. En otros animales
(por ejemplo, conejos, aves, por ejemplo, pollo, ganso Yy
pato, ovejas, cabras y vacas), sin embargo, reordenamiento
génico tiene un papel poco importante en la generacidén de la
diversidad de los anticuerpos. Por ejemplo, en los conejos,
sé6lo un numero muy limitado de segmentos génicos V, mas a
menudo los segmentos génicos V del extremo 3’ de la regidn
V, se utilizan en el reordenamiento génico para formar un
segmento VDJ contiguo. En los pollos, sdélo se utilizan un
segmento génico V (el que estd adyacente a la regidén D o
"segmento génico V proximal en 3'"), un segmento D y un

segmento J en el reordenamiento de la cadena pesada; y sdlo
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se utilizan un segmento génico V (el segmento V proximal en
3’") y un segmento J en el reordenamiento de la cadena
ligera. Por 1lo tanto, en estos animales, existe ©poca
diversidad entre las secuencias de la regidén variable
reordenadas inicialmente y resultantes de la diversificacién
de la uniones. Se consigue una diversificacién adicional de
los genes de las Ig reordenados mediante conversidén génica,
un proceso en el que secuencias cortas derivadas de 1los
segmentos génicos V anteriores reemplazan a secuencias
cortas del segmento génico V en el gen de la Ig reordenado.
Puede generarse diversificacidén adicional de las secuencias
de anticuerpo mediante hipermutacidn.

Las 1inmunoglobulinas (anticuerpos) se clasifican en
cinco clases (IgG, 1IgM, IgA, IgE, y IgD, cada una de las
cuales posee diferentes papeles Dbioldégicos en la defensa
inmune. La mds abundante en la sangre y mas potente en la
respuesta a la infeccidén es la clase IgG. En la clase IgG
humana, hay cuatro subclases (isotipos IgGl, IgG2, IgG3 vy
IgG4) determinadas por la estructura de las regiones
constantes de la cadena pesada que comprenden el dominio Fc.
Los dominios F(ab) de los anticuerpos se unen a secuencias
especificas (epitopos) en los antigenos, mientras el dominio
Fc de los anticuerpos recluta y activa otros componentes del
sistema inmune para eliminar los antigenos.

Los anticuerpos e inmunoglobulinas nativos
habitualmente son glucoproteinas heterotetraméricas de
alrededor de 150.000 daltons, compuestas de dos cadenas

ligeras (L) idénticas y dos cadenas pesadas (H) idénticas.



10

15

20

25

ES 2347979 T3

_44 -

Cada cadena ligera esta unida a una cadena pesada mediante
enlace(s) disulfuro covalentes, y el nuUmero de enlaces
disulfuro wvaria entre las cadenas pesadas de diferentes
isotipos de inmunoglobulina. Cada cadena pesada y ligera
también posee enlaces disulfuro intracadena regularmente
espaciados. Cada cadena pesada posee en un extremo un
dominio wvariable (VH) seguido de un numero de dominios
constantes. Cada cadena ligera posee un dominio variable en
un extremo (VL) y un dominio constante en el otro extremo;
el dominio constante de la cadena ligera estd alineado con
el primer dominio constante de la cadena pesada y el dominio
variable de la cadena ligera estd alineado con el dominio
variable de la cadena pesada. Se cree que residuos
aminocacidicos particulares forman una interfaz entre 1los
dominios variables de la cadena ligera y pesada (Chothia et
al., J. Mol. Biol. 186:651 (1985); Novotny y Haber, Proc.
Natl. Acad. Sci. U.S.A. 82:4592 (1985)).

El término "variable" se refiere al hecho de que
ciertas ©porciones de los dominios variables difieren
extensivamente en la secuencia entre anticuerpos vy se
utilizan en la unién y especificidad de cada anticuerpo
particular por su antigeno particular. Sin embargo, la
variabilidad no esta distribuido de forma homogénea a 1lo
largo de los dominios variables de los anticuerpos. Se
concentra en tres segmentos denominados regiones
determinantes de complementariedad (CDR) o regiones
hipervariables, ambas en los dominios variables de la cadena

ligera vy la cadena pesada. Las porciones altamente
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conservadas de los dominios variables se denominan marco
(FR). Los dominios variables de las cadenas pesadas y
ligeras nativas comprenden cada uno de ellos cuatro regiones
FR, conectadas por tres CDR. Las CDR de cada cadena se
mantienen unidas en gran proximidad mediante las regiones FR
y, Jjunto con las CDR de la otra cadena, contribuyen a la
formacién del punto de unidén al antigeno de los anticuerpos
(véase Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological
Interest, 5a Ediciédn, National Institute of Health,
Bethesda, MD (1991)). Los dominios <constantes no estan
involucrados en la unidén del anticuerpo a un antigeno, pero
muestran varias funciones efectoras, como la participacidn
del anticuerpo en la toxicidad celular dependiente de
anticuerpo.

La creacidén de translocus humano - animal permite la
creacidén de animales transgénicos gue expresan anticuerpos
(policlonales) humanos (humanizados) de gran afinidad vy
diversificados, con un elevado rendimiento. En general, la
humanizacién de un locus de inmunoglobulina (Ig) en un
animal no humano involucra la integracidén de uno o mas
segmentos génicos de la Ig humana en el genoma del animal
para crear el loci de inmunoglobulina humana (humanizada).
Por lo tanto, la creacidén de un locus de la cadena pesada de
la Ig humana (humanizada) involucra la integracién de uno o
mds segmentos V y/o D y/o J, y/o segmentos de la regidén C en
el genoma del animal. De forma similar, la creacidén de un
locus de la cadena ligera de la Ig humanizada involucra la

integracidén de uno o mas segmentos V y/o J, y/o segmentos de
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la regidén C en el genoma del animal.

Independientemente de la localizacidén cromosdmica, el
locus de la Ig humana (humanizada) de la presente invencidn
puede someterse a un reordenamiento génico, conversidn
génica e hipermutacién en el animal no humano, produciendo
de este modo un repertorio diversificado de moléculas de Ig
humana (humanizada). Un locus de Ig que puede someterse a
reordenamiento génico y conversidén génica también @ se
denomina un locus de Ig "funcional" y los anticuerpos con
una diversidad generados mediante un locus de Ig funcional
también se denominan anticuerpos "funcionales" o) un
repertorio "funcional" de moléculas de anticuerpo.

En un aspecto, los animales en los que la
diversificacidén del repertorio de anticuerpos se detiene de
forma temprana en la vida son Utiles en la presente
invencién. Los linfocitos B se desarrollan a partir de
células madre hematopoyéticas. Previamente a la exposicidn
al antigeno, los linfocitos B sufren una serie de pasos de
maduracidén, cuyo producto final es una célula B madura, dJue
expresa una IgM asociada a membrana uUnica y a menudo IgD
sobre su superficie celular Jjunto con otras moléculas de
sefializacidén de la superficie celular. Mientras en humanos,
la diversificacién de los anticuerpos mediante
reordenamiento génico ocurre a lo largo de la vida, en otros
animales la diversificacién del repertorio de anticuerpos se
detiene de forma temprana en la vida, normalmente durante el
primer mes de vida.

En un aspecto de esta invencidén, los animales a los que
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pueden administrarse las construcciones de DNA de la
invencién incluyen, pero no se limitan a, mamiferos (por
ejemplo humanos, primates no humanos, roedores (por ejemplo
ratones y ratas), no roedores (por ejemplo conejos, cerdos,
ovejas, cabras, vacas, cerdos, caballos y burros), y aves
(por ejemplo, pollos, pavos, patos, gansos y similares). Los
animales a los gue pueden administrarse las construcciones
de DNA de la invencidén incluyen los “animales con conversidn
génica”, es decir, animales que crean la diversidad de
anticuerpos sustancialmente mediante conversidén génica y/o
hipermutacién somatica (por ejemplo conejos, aves, vacas,
cerdos, etc.), y animales en los que el reordenamiento de
los anticuerpos se detiene de forma temprana en la vida, es
decir, normalmente durante el primer mes de vida (por
ejemplo conejos, aves, ovejas, cabras, vacas, cerdos,
caballos, etc.).

Ademds, los animales a los que pueden administrarse las
construcciones de DNA de la invencidén también incluyen a
cualguiera de los animales no humanos descritos
anteriormente, que ademds son portadores de un transgén que
codifica un translocus exdgeno de inmunoglobulina,
preferiblemente, una secuencia de la cadena pesada de las
inmunoglobulinas o la cadena ligera de las inmunoglobulinas
humana o humanizada, o partes de la misma. El locus del
transgén puede estar en la configuracidén de linea germinal o
en forma reordenada. Como los transgenes codifican
inmunoglobulinas humanas o humanizadas o partes de las

mismas, resultan en la generacién de anticuerpos
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humanizados. Por 1lo tanto, por ejemplo, wutilizando 1los
métodos descritos anteriormente, puede obtenerse una
produccidén mejorada de anticuerpos humanizados en animales
no humanos diana utilizando el inhibidor de 1la apoptosis
bcl-2 de conejo descrito en esta invencién.

De acuerdo con la presente invencidén, se obtiene un
animal transgénico capaz de producir inmunoglobulinas
humanas (humanizadas) al introducir en una célula o células
receptoras de un animal, uno o mas de los vectores
transgénicos descritos aqui anteriormente, uno de los cuales
es portador de un locus de una Ig humana (humanizada), y que
deriva de un animal a partir de una célula o células
receptoras modificadas genéticamente.

La células receptoras pueden proceder, por ejemplo, de
animales no humanos que generan de diversidad de anticuerpos
mediante conversidén génica y/o hipermutacidén, por ejemplo,
aves (como el pollo), conejos, vacas y similares. En tales
animales, el segmento génico V en 3’ proximal se utiliza de
forma preferente para la produccidén de inmunoglobulinas. La
integracién de un segmento génico V humano en el locus de
las Ig en el vector transgénico, mediante el reemplazo del
segmento génico V en 3’ proximal del animal o mediante la
localizacidén en gran cercania al segmento génico V en 37
proximal, resulta en la expresidn de secuencias
polipeptidicas de 1la regidén V humana en la mayoria de
inmunoglobulinas. Alternativamente, un segmento V(D)J human
reordenado puede insertarse en el locus J del locus de las

inmunoglobulinas del vector transgénico.
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Los vectores transgénicos qgue contienen los genes de
interés, es decir, el locus de la Ig humana (humanizada) vy
el gen del inhibidor de la apoptosis pueden introducirse en
la célula o células recipientes y luego integrarse en el
genoma de la célula o células receptoras mediante una
integracidén al azar o mediante una integracidén localizada.

Para la integracidén al azar, un vector transgénico que
contiene un locus de Ig humana (humanizada) puede
introducirse en una célula receptora animal mediante la
tecnologia de obtencidén de transgénicos estandar. Por
ejemplo, un vector transgénico puede inyectarse directamente
en el prontcleo de un oocito fertilizado. Un vector
transgénico también puede introducirse mediante la
coincubacidén de esperma con el vector transgénico antes de
la fertilizacidén del oocito. Los animales transgénicos
pueden desarrollarse a partir de oocitos fertilizados. Otra
forma de introducir un vector transgénico es transfectando
células madre embrionarias y subsiguientemente inyectar las
células madre embrionarias genéticamente modificadas en los
embriones en desarrollo. Alternativamente, un vector
transgénico (s6lo o en combinacidén con reactivos de
facilitado) puede inyectarse directamente en un embridén en
desarrollo. En ultimo término, los animales transgénicos
quiméricos se producen a partir de los embriones que
contienen el transgén de la Ig humana (humanizada) integrado
en el genoma de al menos algunas células somdaticas del
animal transgénico.

En una realizacidén particular, un transgén gue contiene
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un locus de una Ig humana (humanizada) se integra al azar en
el genoma de células receptoras (como un oocito fertilizado
o embriones en desarrollo) derivadas de variantes del animal
con una expresidn alterada de los genes de las
inmunoglobulinas enddgenas. La utilizacién de tales
variantes del animal permite la expresién preferencial de
las moléculas de inmunoglobulina del locus de 1la Ig
transgénica humana (humanizada). Ejemplos de tales animales
incluyen las variantes de conejo Alicia y Basilea, asi como
la variante de pollo agammaglobulinémico, y como los ratones
knock-out para las inmunoglobulinas. Alternativamente, los
animales transgénicos con transgenes o) loci de
inmunoglobulinas humanas (humanizadas) pueden cruzarse con
variantes de animales con expresién alterada de 1las
inmunoglobulinas enddgenas. Puede obtenerse descendencia
homozigota de un locus de Ig enddgena alterado y un locus de
Ig transgénica humana (humanizada).

Para la integracidén localizada, un vector transgénico
puede introducirse en las células receptoras animales
apropiadas como células madre embrionarias o como células
somaticas ya diferenciadas. Después, las células en las que
el transgén se ha integrado en el genoma del animal y ha
reemplazado al locus de la Ig enddgena correspondiente
mediante recombinacidén homdéloga, pueden seleccionarse
mediante los métodos estandar (véase por ejemplo, Kuroiwa et
al, Nature Genetics 2004, 6 Junio). Entonces las células
seleccionadas pueden fusionarse con células unidades de

transferencia nuclear anucleadas, por ejemplo oocitos o
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células madre embrionarias, células qgque son totipotentes vy
que pueden formar un neonato funcional. La fusidén se realiza
de acuerdo con técnicas convencionales que estdan Dbien
establecidas. La anucleacidén de oocitos y la transferencia
nuclear también puede realizarse mediante microcirugia
utilizando ©pipetas de inyeccidn (véase, por ejemplo,
Wakayama et al., Nature (1998) 394:369). Las células embridn
resultantes se cultivan a continuacién en un medio
apropiado, y se transfieren a recipientes sincronizados para
generar los animales transgénicos. Alternativamente, 1las
células modificadas genéticamente seleccionadas pueden
inyectarse en embriones en desarrollo que se desarrollan
subsiguientemente en animales quiméricos.

Ademds, de acuerdo con la presente invencidén, también
puede obtenerse un animal transgénico capaz de producir
inmunoglobulinas humanas (humanizadas) mediante la
introduccidén en una célula o células recipiente, de uno o
mas de los vectores de recombinacidén descritos aqui
anteriormente, uno de los cuales es portador de un segmento
génico de la Ig humana, ligado a las secuencias flangueantes
5’ y 3’ gue son homélogas a las secuencias flangqueantes del
segmento génico de la Ig enddgena, luego seleccionando
células en las que el segmento génico de la Ig enddgena se
ha reemplazado por el segmento génico de la Ig humana
mediante recombinacién homdéloga, y derivando un animal a
partir de la célula o células receptoras modificadas
genéticamente seleccionadas.

De forma similar a la insercidén de la diana de un
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vector transgénico, las células apropiadas para su
utilizacidén como células receptoras en esta aproximacién
incluyen las células madre embrionarias o las células
somaticas ya diferenciadas. Un vector de recombinacidén que
es portador d e un segmento génico de una Ig humana puede
introducirse en tales células receptoras mediante cualquier
método posible, por ejemplo, la transfeccidn. A
continuacidén, las células en las que se ha reemplazado con
el segmento génico de wuna Ig humana el correspondiente
segmento génico de una Ig enddgena mediante recombinacidn
homéloga, pueden seleccionarse mediante métodos estandar.
Estas células modificadas genéticamente pueden servir como
células donantes de ntcleos en un procedimiento de
transferencia nuclear para la clonacién de un animal
transgénico. Alternativamente, las células madre
embrionarias modificadas genéticamente seleccionadas pueden
inyectarse en embriones en desarrollo que subsiguientemente
pueden desarrollarse en animales quiméricos.

En una realizacidén especifica, las construcciones
transgénicas de la invencidén pueden introducirse en 1los
animales transgénicos durante la vida embrionaria mediante
la inyeccidén directa de 1los transgenes en el embridén o
indirectamente mediante su inyeccidén en la madre gestante o
en la gallina ponedora de huevos. Como consecuencia, debido
a la inhibicién de la apoptosis en las células B exdgenas,
la descendencia transgénica habrada aumentado la produccidén de
anticuerpos humanos (humanizados) en respuesta a la

inmunizacién con antigenos.
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Los animales transgénicos obtenidos mediante cualquiera
de los métodos anteriores forman otra realizacidén de la
presente invencidédn. Los animales transgénicos poseen al
menos uno, es decir uno o mas, loci de Ig humana
(humanizada) en el genoma, a partir del cual se produce un
repertorio funcional de anticuerpos humanos (humanizados).

En una realizacidén especifica, la presente invencidn
proporciona conejos transgénicos que expresan uno o mas loci
de Ig humana (humanizada) vy un gen 1inhibidor de 1la
apoptosis. En los <conejos transgénicos de la presente
invencién se pueden dar el reordenamiento y conversidn
génica de los loci de Ig humana (humanizada), y expresan un
repertorio funcional de anticuerpos humanos (humanizados).

En otra realizacidén especifica, la presente invencidn
proporciona pollos transgénicos que expresan uno o mas loci
de Ig humana (humanizada) vy un gen 1inhibidor de 1la
apoptosis. En los ©pollos transgénico de la presente
invencién se pueden dar el reordenamiento y conversidn
génica de los loci de Ig humana (humanizada), y expresan un
repertorio funcional de anticuerpos humanos (humanizados).
En otra realizacién especifica, la presente invencidn
proporciona ratones transgénicos gue expresan una O mas
regiones V humanas (humanizadas) y el gen inhibidor de 1la
apoptosis bcl-2 de conejo. La regidén V humana (humanizada)
comprende al menos dos segmentos génicos V  humanos
flanqueados por secuencias espaciadoras no humanas. En los
ratones transgénicos se pueden dar el reordenamiento de los

elementos V humanos y expresan un repertorio funcional de
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anticuerpos.

La inmunizacién con antigeno da lugar a la produccidn
de anticuerpos humanos (humanizados) frente a este antigeno
en dichos animales transgénicos.

Aunque las realizaciones preferibles de la presente
invencién se dirigen a animales transgénicos con loci de Ig
humana (humanizada), debe entenderse que los animales
transgénicos con loci de Ig primatizada vy antisueros
policlonales primatizados también se encuentran dentro del
alcance de la presente invencidén. De forma similar a las
composiciones de antisueros policlonales humanos
(humanizados), es probable que las composiciones de
antisueros policlonales primatizados posean una
inmunogenicidad reducida en individuos humanos.

Una vez obtenido un animal transgénico no humano gue
puede producir moléculas de inmunoglobulina humana
(humanizada) diversificadas (como se establece méds en
detalle a continuaciédn), las inmunoglobulinas humanas
(humanizadas) vy las preparaciones de anticuerpos humanos
(humanizados) frente a un antigeno pueden obtenerse
facilmente inmunizando al animal con el antigeno. Pueden
utilizarse una gran variedad de antigenos para inmunizar un
animal huésped transgénico. Tales antigenos incluyen
microorganismos, por ejemplo virus y organismos unicelulares
(como las bacterias y los hongos), ya sea vivos, atenuados o
muertos, fragmentos de microorganismos o) moléculas
antigénicas aisladas a partir de microorganismos.

Los antigenos bacterianos preferibles para su
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utilizacidén en la inmunizacién de un animal incluyen 1los
antigenos purificados de Staphylococcus aureus, como los
polisacaridos capsulares tipo 5 y 8, versiones recombinantes
de los factores de virulencia como la alfa toxina, proteinas
de unién a la adhesina, proteinas de unién al coldgeno vy
proteinas de unidén a la fibronectina. Los antigenos
bacterianos preferibles también incluyen una versidn
atenuada de S. aureus, Pseudomonas aeruginosa, enterococcus,
enterobacter y Klebsiella pneumoniae, o un sobrenadante de
cultivo de estas células bacterianas. Otros antigenos
bacterianos que ©pueden utilizarse en una inmunizacidén
incluyen el lipopolisacarido (LPS) purificado, antigenos
capsulares, polisacaridos capsulares y/0 versiones
recombinantes de proteinas de la membrana externa, proteinas
de unién a la fibronectina, endotoxina vy exotoxina de
Pseudomonas aeruginosa, enterococcus, enterobacter N
Klebsiella pneumoniae.

Los antigenos preferibles para la generacidén de
anticuerpos frente a los hongos incluyen una versidn
atenuada del hongo o proteinas de la membrana externa del
mismo, y estos hongos incluyen, pero no se limitan a Candida
albicans, Candida parapsilosis, Candida tropicalis y
Cryptococcus neoformans.

Los antigenos preferibles para su utilizacidén en una
inmunizacidén para generar anticuerpos frente a virus
incluyen las proteinas de la cubierta y versiones atenuadas
de los virus, lo que incluye pero no se limita al wvirus

respiratorio sincitial (RSV) (particularmente 1la Proteina
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F), virus de la hepatitis C (HCV), virus de la hepatitis B
(HBV), citomegalovirus (CMV), EBV y HSV.

Pueden Ggenerarse anticuerpos terapéuticos para el
tratamiento del cancer inmunizando los animales transgénicos
con células tumorales aisladas o lineas de células
tumorales; los antigenos asociados a tumores incluyen, pero
no se limitan al antigeno Her-2-neu (anticuerpos frente al
cual son Utiles para el tratamiento del cdncer de mama), los
antigenos CD19, CD20, CD22 y CD53 (anticuerpos frente a los
cuales son Utiles para el tratamiento de linfomas de células
B), los antigenos de membrana especificos de préstata (PMSA)
(anticuerpos frente a los cuales son Utiles ©para el
tratamiento del céancer de préstata) y la molécula 17-1A
(anticuerpos frente a la cual son Utiles para el tratamiento
del céancer de colon).

Los antigenos pueden administrarse a un animal huésped
transgénico de cualgquier modo conveniente, con o sin un
adyuvante, y pueden administrarse de acuerdo con un esquema
predeterminado.

Tras la inmunizacidén, puede fraccionarse el suero o la
leche de 1los animales transgénicos inmunizados para la
purificacién de anticuerpos policlonales de grado
farmacéutico especificos del antigeno. En el caso de las
aves transgénicas, los anticuerpos también pueden obtenerse
fraccionando las yemas de los huevos. Puede obtenerse una
fraccién de inmunoglobulinas purificadas concentradas
mediante cromatografia (de afinidad, de intercambio idnico,

de filtracién en gel, etc.), precipitacidédn selectiva con
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sales como el sulfato amdénico, solventes orgdnicos como el
metanol o polimeros como el polietilenglicol.

Los anticuerpos fraccionados humanos (humanizados)
pueden disolverse o diluirse en medios no tdéxicos, no
pirogénicos adecuados para la administracidédn intravenosa en
humanos, por ejemplo la salina tamponada estéril.

Las preparaciones de anticuerpo utilizadas para la
administracién se caracterizan generalmente ©por contener
concentraciones de inmunoglobulina de entre 0,1 y 100 mg/ml,
mas habitualmente entre 1 y 10 mg/ml. La preparacién de
anticuerpo puede contener inmunoglobulinas de varios
isotipos. Alternativamente, 1la preparacidén de anticuerpo
puede contener anticuerpos de sdélo un isotipo, o un numero
de isotipos seleccionados.

Para obtener un anticuerpo monoclonal humano
(humanizado) se aislan células del bazo del animal
transgénico inmunizado, cuyos linfocitos B qgue expresan
inmunoglobulinas enddgenas del animal se han eliminado. Las
células del bazo aisladas se utilizan en una fusidén celular
con una linea celular transformada para la produccidén de un
hibridoma, o bien se clonan 1los c¢DNA que codifican 1los
anticuerpos mediante técnicas estdandar de biologia molecular
y se expresan en células transfectadas. Los procedimientos
para obtener anticuerpos monoclonales estan bien
establecidos en la materia. Véase, por ejemplo, la solicitud
de patente europea 0 583 980 Al ("Método para la generacidn
de anticuerpos monoclonales a partir de conejos"), 1la

patente estadounidense N° 4.977.081 ("Hibridomas conejo -
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ratén estables y los productos de secrecidén de los mismos"),
la WO 97/16537 ("Linea de linfocitos B de pollo estable y
método para la utilizacidén de la misma"), y PE 0O 491 057 Bl
("Hibridoma que produce una inmunoglobulina G especifica
aviar"). La produccidén in vitro de anticuerpos monoclonales
a partir de moléculas de cDNA clonadas se ha descrito en
Andris-Widhopf et al., "Methods for the generation of
chicken monoclonal antibody fragments by phage display ", J
Immunol Methods 242:159 (2000), y en Burton, D. R., "Phage
display", Immunotechnology 1:87 (1995).

En la mayoria de ejemplos la preparacidén de anticuerpos
consiste en inmunoglobulinas no modificadas, es decir ,
anticuerpos humanos (humanizados) preparados a partir del
animal sin modificaciones adicionales, por ejemplo, mediante
agentes quimicos o enzimas. Alternativamente, la fraccidén de
inmunoglobulinas puede someterse a un tratamiento como una
digestidén enzimdtica (por ejemplo con pepsina, papaina,
plasmina, glucosidasas, nucleasas, etc.), calentamiento,
etc. y/o un posterior fraccionamiento.

Las realizaciones de la invencidén estan dirigidas a los
transgenes que comprenden el inhibidor de la apoptosis bcl-2
de conejo gque se expresa especificamente en los linfocitos B
utilizando un promotor especifico de 1linfocitos B. Otra
realizacidén estd dirigida a los transgenes que comprenden el
transgén con el locus de la Ig - péptido autoescindible -
inhibidor de la apoptosis, en la que la expresién del gen
inhibidor de la apoptosis estd acoplada a la expresidén del

locus de la Ig. En esta realizacidn pueden utilizarse varios
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genes inhibidores de la apoptosis descritos anteriormente vy
aquellos conocidos en la materia, lo qgque incluye el
inhibidor de la apoptosis bcl-2 de conejo.

Otras realizaciones de la invencidén estdn dirigidas a
los métodos para potenciar la supervivencia de los
linfocitos B wutilizando las construcciones transgénicas
descritas anteriormente. Cuando se utiliza la construccidn
transgénica de bcl-2 de conejo, el transgén puede
introducirse en un animal transgénico que ademds comprende
un transgén que codifica un locus de inmunoglobulinas
potenciando asi especificamente la supervivencia de 1las
células B. Cuando se utiliza el transgén con el locus Ig -
péptido autoescindible - inhibidor de 1la apoptosis, 1los
linfocitos B exdgenos sobreviven de forma selectiva vy
originan de forma productiva el gen codificado por el
transgén. La selectividad se consigue acoplando la expresién
de inmunoglobulina exdégena con la expresidén del inhibidor de
la apoptosis. En las células B enddgenas, el inhibidor de 1la
apoptosis no se expresa y por lo tanto, la apoptosis no se
inhibe. Tal expresidén selectiva resulta en la produccidn
preferente de la inmunoglobulina expresada por el transgén
deseado sobre la inmunoglobulina producida enddgenamente por
el animal transgénico. Puede utilizarse cualquier variacidn
de inhibidores de la apoptosis, péptidos autoescindibles o
genes de las inmunoglobulinas descritas aqui o Dbien
conocidas en la materia en esta construccidén transgénica. En
una realizacidén preferible, el locus de la Ig del transgén

es un translocus de inmunoglobulina humana (humanizada)/
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cadena de inmunoglobulina.

La invencidén también proporciona un nuevo inhibidor de
la apoptosis, el bcl-2 de conejo, que es Util para potenciar
la supervivencia de las células.

En un aspecto de esta invencidén, el animal transgénico
no humano que expresa el inhibidor de la apoptosis bcl-2 de
conejo es preferiblemente un animal sometido a un desarrollo
linfopoyético de 1linfocitos B a <corto plazo discutido
anteriormente, lo que incluye, pero no se limita a animales
como conejos, pollos, ovejas y vacas, etc. Como estos
animales son de mayor tamafo, su produccidén de anticuerpos y
rendimiento, utilizando los métodos descritos anteriormente,
también son mayores. En otro aspecto de la invenciédn, el
animal transgénico no humano gue expresa el locus de la Ig -
péptido autoescindible - inhibidor de 1la apoptosis, es
cualquier animal, 1lo que 1incluye roedores (por ejemplo
ratones, ratas), conejos, aves (por ejemplo pollos, pavos,
patos, gansos, etc.), vacas, cerdos, ovejas, cabras,
caballos, burros vy otros animales de granja. En otro
aspecto, los animales transgénicos utilizados en los métodos
de la invencidén pueden ser animales con conversidn génica o
animales que puede realizar wuna diversificacidén de 1los
anticuerpos por reordenamiento génico que se detiene de
forma temprana en la vida. En una realizacidén preferible, el
animal transgénico no humano es el conejo.

Por lo tanto, las construcciones transgénicas, 1los
vectores gque comprenden las construcciones transgénicas vy

los animales transgénicos generados utilizando los métodos
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descritos anteriormente son todos ellos realizaciones de la
invencidn.
La invencidén estd ilustrada adicionalmente, pero en
ningun caso limitada, por los siguientes ejemplos.

Ejemplo 1

Construccién de un vector de expresidén inhibidor de la

apoptosis con bcl-2 humano

El cribado de bibliotecas de BAC gendmicos de conejo
resultd en la identificacién de dos BAC (179L1 y 19602; N°
de registro de GeneBank: AY495827 % AY495828,
respectivamente) que contienen los segmentos génicos K1l de
la cadena ligera de conejo.

Para la construccién de un vector de expresidn
inhibidor de 1la apoptosis especifico de 1linfocitos B, se
modificd el BAC AY495827 mediante recombinacién homdéloga en
E.coli (Clonaje ET: E. Chiang Lee et al., Genomics 73, 56-65
(2001); Daiguan Yu et al., PNAS 97, 5978-5983 (2000);
Muyrers et al., Nucleic Acids Research 27, 1555-1557 (1999);
Zhang et al., Nature Biotechnology 18, 1314-1317(2000)) y se
eliminaron los nucledétidos 1 - 107795 y 142832 - 205141.
Ademds se sintetizd un gen bcl-2 humano sintético, bajo el
control del promotor kappa 1 del AY495828 (pos. 114284-
114570) conectado a la secuencia poliA de la beta globina de
conejo. Corriente abajo, se 1ntrodujo una casete de
seleccién con gentamicina flangueada por dianas FRT mediante
PCR de extensidén solapada. La casete con bcl-2 - gentamicina
se amplificd con cebadores gque poseen una homologia de 50 pb

con el BAC AY495827 modificado (Id. de Sec. N°:1). La
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secuencia del nucledétido 134571 - 136019 del BAC AY495827 se
intercambidé por la casete bcl-2 - gentamicina (Id. de Sec.
N°:1) mediante clonaje ET. Los clones positivos se
seleccionaron con gentamicina, se analizaron mediante
digestiones con enzimas de restriccidén y se confirmaron
mediante secuenciaciédn. A continuacidn, la casete de
seleccién con gentamicina se elimindé mediante recombinacidn
FLP. La construccidén resultante se utilizdé para generar los
animales transgénicos.

Ejemplo 2

Construccidén de un vector de expresidédn de inhibidor de

la apoptosis con bcl-2 de ratdn

El cribaje de Dbibliotecas gendmicas BAC de conejo
resultd en la identificacién de dos BAC (179L1 y 19602; N°
acceso de Gene Bank: AY495827, y AY495828, respectivamente)
que contienen los segmento génicos de la cadena ligera K1 de
conejo.

Para la construccién de un vector de expresidén de
inhibidor de 1la apoptosis especifico de 1linfocito B, se
modificd el BAC AY495827 mediante recombinacién homdéloga en
E.coli (ET cloning: (E. Chiang Lee et al., Genomics 73, 56-
65 (2001); Daiguan Yu et al., PNAS 97, 5978-5983 (2000);
Muyrers et al., Nucleic Acids Research 27, 1555-1557 (1999);
Zhang et al., Nature Biotechnology 18, 1314-1317(2000) y se
eliminaron los nucledtidos 1 - 107795 y 142832 - 205141. Se
sintetizdé un gen sintético de bcl-2 de ratdn bajo el control
del promotor kappa 1 de AY495828 (pos. 114284-1145.70),

conectado ademds a la secuencia poliA de la globina beta de
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conejo. Se introdujo corriente abajo, un casete de seleccidn
de gentamicina flanqueado por sitios FRT mediante PCR de
extensidén por solapamiento. E1 casete de gentamicina bcl-2
se amplificdé con cebadores con homologias de 50 pb al BAC
AY495827 modificado (Id. de Sec. N°:1). La secuencia desde
el nucledtido 134571 - 136019 en el BAC AY495827 se
intercambidé frente al casete de gentamicina bcl-2 mediante
clonacién ET. Se seleccionaron los clones positivos con
gentamicina y se analizaron mediante digestidén con enzimas
de restriccidén vy se confirmé mediante secuenciaciédn.
Posteriormente, el casete de seleccidén de gentamicina se
eliminé mediante recombinacién por FLP. La construccidn
resultante se utilizdé para generar animales transgénicos.

Ejemplo 3

Construccién de un locus de cadena pesada humana

(humanizada) que codifica una proteina de fusidén que

contiene las formas de membrana de IgM e IgG, un péptido 2A

autoescindible, y un inhibidor de la apoptosis

Se aislaron clones de BAC y fdésmidos gque contenian
secuencias del locus de cadena pesada de inmunoglobulina de
conejo a partir de bibliotecas gendmicas de DNA utilizando
sondas especificas para los segmentos génicos constantes,
variables, y de unién a la regidén 3’ potenciadora. Los BAC
aislados y el fdésmido Fosl5B se secuenciaron (N° acceso del
Genebank AY386695, AY386696, AY386697, AY386698) . Las
regiones J y C. de AY386695 y la regién CD de AY386696 se
intercambiaron con los homélogos humanos correspondientes

mediante recombinacién homdéloga en E.coli mediante clonacidn
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ET (E. Chiang Lee et al., Genomics 73, 56-65 (2001); Daiguan
Yu et al., PNAS 97, 5978-5983 (2000); Muyrers et al.,
Nucleic Acids Research 27, 1555-1557 (1999); Zhang et al.,
Nature Biotechnology 18, 1314-1317(2000)).

Los cuatro BAC se recombinaron mediante ligacidén in
vitro y recombinacidén mediada por Cre para reconstituir un
locus de Ig de conejo con secuencias que codifican J, CH y C
humanas.

Para unir la expresidén de bcl-2 a la expresidén de IgM e
IgG, la secuencia codificante de bcl-2 se fusiondé con la
secuencia codificante de los exones M2 de membrana de IgM e
IgG con una secuencia codificante para un péptido F2A
autoescindible.

Para la insercidén de una secuencia que codifica una
proteina de fusidén IgG-M2-F2A-bcl-2, se generaron las
siguientes construcciones. Las secuencias para la
recombinacién homéloga se basaron en la secuencia de BAC AY
386696. Se sintetizdé un fragmento de DNA (de 5’ a 3’) que
contenia un sitio KpnI, una secuencia idéntica a 50
nucledétidos de C.M2, una secuencia que codifica F2A, una
secuencia que codifica una bcl-2 humana, un sitio FRTS5, y un
sitio EcoRI. Se amplificdé el casete de contraseleccidn
rpsL.Neo utilizando el plasmido pPSC101 rpsL—-neo
(Genebridges) como plantilla. El1 cebador corriente arriba
que contenia un sitio EcoRI y un sitio FRT5, el cebador
corriente abajo contenia una secuencia idéntica a los 50
nucledtidos corriente abajo de C.M2 y un sitio XhoI. E1

fragmento sintético y el producto de amplificacién por PCR
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se ligaron en el wvector pcDNA3.1(+), abierto con Kpnl vy
XhoI. El1 casete ligado (Id. de Sec. N°: 2) se liberdé con
XhoI y KpnlI y se utilizd para la recombinacién homdloga en E
coli. Tras la transformacién del casete en la cepa de E.coli
DH10B que contenia BAC AY 386696 y el pléasmido pSCl101-BAD-
gba-tetra, se 1indujo la expresién de las recombinasas
Reda/bB. Posteriormente, se seleccionaron los clones
resistentes a kanamicina y se analizaron mediante digestidn
con enzimas de restriccidén vy andlisis parcial de 1la
secuencia. Finalmente, el gen de resistencia RpsLNeo se
eliminé del BAC mediante recombinacidén mediada por Flp.

El clon BAC resultante se modificé después de la
insercién de una secuencia que codifica una proteina de
fusidén IgM-M2-F2A-bcl2. Las secuencias para la recombinacidn
homéloga estdn basadas en la secuencia de BAC AY 386696. E1
gen rpsL.Neo se amplificé wutilizando el plésmido pSC101
rpsL-neo (Genebridges) como plantilla. Los cebadores
contienen secuencias idénticas a IgG-M2 vy las secuencias
flanqueantes de los sitios FRT y FRT2 (Id. de Sec. N°: 3).
El producto de amplificacidén se insertd en BAC AY 386696
mediante clonaciédn ET. Posteriormente, el casete de
seleccién se sustituydé con un fragmento de DNA que codifica
una proteina de fusidén IgM-M2-F2A-bcl-2 (Id. de Sec. N°: 4).
Este fragmento de DNA se sintetizd conteniendo desde 5’ a
3’un sitio EcoRI, un sitio FRT, una secuencia que codifica
IgM-M2, una secuencia que codifica F2A y bcl-2, un sitio
FRT2 y EcoRI (Id. de Sec. N°: 4). El fragmento sintetizado

se escindié con EcoRI y se utilizd para el intercambio del
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gen rpsL.Neo con IgM-M2-F2A-bcl-2 mediante recombinacidén
entre los sitios FRT/FRT y FRT2/FRT2 mediada por Flp. Los
clones positivos se identificaron mediante analisis por
restriccidén y posterior andlisis mediante secuenciacidn
parcial.

El BAC resultante se combiné con BAC que contenian
diferentes regiones V. Los BAC pueden combinarse mediante
ligacidén o recombinacién. Las construcciones resultantes se
utilizaron para la generacidn de animales transgénicos.

Ejemglo 4

Generacidén de ratones transgénicos 'y conejos que

expresan la cadena pesada de inmunoglobulinas humanizadas

Se generaron conejos 'y ratones transgénicos que
contenian loci de cadena ligera y pesada de inmunoglobulina
humanizada y un gen inhibidor de la apoptosis mediante
inyeccién de DNA en el pronucleo de oocitos fertilizados vy
la posterior transferencia de embriones en madres adoptivas.
Los animales fundadores transgénicos se identificaron
mediante PCR. La expresidén de inmunoglobulina M y G humana
(humanizada) se midié mediante ELISA. La expresién de 1IgG
humanizada fue de 10-20 mg/ml.

Ejemplo 5

Generacidén de pollos transgénico que expresan cadena

pesada de inmunoglobulinas humanizadas

Se generaron pollos transgénicos mediante transferencia
génica mediada por testiculos. Las construcciones de DNA
(50ug) se mezclaron con 250ul de reactivo de lipofeccidn

(superfect) en 500ul de NaCl 0,9% y se inyectaron en 1los



10

ES 2347979 T3

-67 -

testiculos de gallos. Tres a cuatro semanas mas tarde se
identificaron los gallos con esperma transgénico mediante
anadlisis por PCR y se aparearon con gallinas. Se identificéd
la descendencia transgénica mediante PCR. La expresidén de
IgG humanizada fue de 10-20 mg/ml.

Mientras que la invencidén estd ilustrada mediante
referencia a cilertas realizaciones, esta no estd limitada.
Un experto en la materia entenderda gque estan disponibles
varias modificaciones y que pueden realizarse sin cambios

sustanciales en el modo en que la invencidén funciona.
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Listado de Secuencias

<110> BUELOW, Roland

PLATZER,

Josef

<120> Supresidén de la apoptosis de los linfocitos B en

animales

transgénicos

humanizadas

<130> 39691-0014A US

<140>
<147>
<150>
<151>
<160>
<170>
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

acataaatat
aagtttttaa
cactgcaggt
gggctgagtt
tcatttgeat
cgccecatge
gtacgataac
cgagtgggat
cttctecteg
gaccregeeg
ggtgccacct
ccgccgegac
acgctttgec
ggccTtettt
cctggtggac
gatccaggat
tctgtttaat

que

Pendiente de asignacién

2006-07-28

Us 60/705,305

2005-08-03

20

expresan

FastSEQ para Windows versidén 4.0

1

2338

DNA

Secuencia artificial

Secuencia sintética

1

actgtcttec
agtgaacctc
aaacttgtge
ctgagetgee
gtccecagag
aggaggcagt
cgggagatag
gcgggagatg
cagceoggge
ctgcagacec
gtggrccacc
ttcgecgaga
acggtagrag
gagttcagtg
aacatcgcec
aacggaggct
ttetectgac

aggatcttag
agtgactttg
agcectggtc
cTgggccctt
Caccacccac
gccaggcang
tgatgaagta
19ggCgecge
acacgceccca
cggetgecco
tgaccctecg
tgtccaggea
aggagctctt
gggrcatgtg
tgtggatgac
gggatgectt
tgtctctgaa

Bgﬁﬁﬂaﬂﬁﬁﬂ

tgagctgggg
cagcrgggca
ctctctggge
acccagcatg
catccattat
geceeecgggg
tacagccgca
cggcgeegec
ccaggecgyc
gctgcacctg
cagggacggg
tgtggagage
tgagtacctg
tgtggaactyg
gactitgete

aggaaacaag
tctecgagta
cagctggaga
cagecectgec
atttaggagc
gcgeacgetg
aagctgicgo
gcegeceecy
tcecgggace
gcogggoctg
gacgacttct
acgcecrtca
gtgaactggg
grcaaccggg
aaccggeace
tacggcecca
agtttggece

agttcatrig 6
gaagcatgeg |
cacagcecct .
cegeeectyge

aggetgetee
ggagaacagg
agaggggceta

cgcogggeat
cggtcgocag

cgctrcageec €
cccgeegeta |

€Cgcgcegggg
ggaggattgt
agatgrcgec
tgracacctg
gcatgeggec
tggtgggage

inmunoglobulinas



trgéatcace
tatggggaca
rtcattgcaa
gcaaatcatt
grrcctatte
tctacgccgg
agcctgtteg
aacctrtgacc
ctgtrriree
tcgatgtttg
agggcagtcg
ggcreggeec
tcggagacgt
tccgragtaa
tecgeggctta
tcgeagtcte
agcatgaggc
atccegeagt
tcgacccaag
attacgctga

ctgggtgect
tcatgaagee
tagtgtotty
taaaacatea
cgaagttocct
acgcatcgtg
gttcgtaaac
gaacgcageg
gtacagtcta
atgttatgga
coctasaaca
tgaccaagtc
agecacctac
gacattcate
cgrretgece
cggcgageac
Caacycgoty
ggctctctat
Taccgocacc
cttgacggga
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atctgggeca
ccrtgagcatr
gaattrititg
gaatgagtat
artcrtctaga
gecggeatca
tgraatgcaa
gtggraacgg
tgccreggge
gcagcaacyga
aagttaggtyg
aaatccatrge
tcccaacatc
gcgetrtgety
aggrtrtgagc
cggaggcagg
ggtgcrtatyg
acaaagttgn
taacaattcg
cggcggettt

caagrgaatc
ctgactrctg
tgrotctcac
Ttggittaga
aagtatagga
ccggctgaag
gtagcgtatg
cgcagtogeg
atccaagcag
tgttacgcag
gctcaagtat
gggctactct
agcoggacte
ccttegacca
agcogoegtag
gcattgccac
tgatctacgt
gcatacgoga
Ttcaagccga
gttgaataa%

tirrrccctc
gctaataaag
tcggaaggac
gtttggcaac
actrctggag
gcacgaaccc

gttrtcatgg
caagcgcgte
cagcaacgat
gggcatcatt
tgatcrrec
cgattaccLc
agaagcggtt
tgagatcrat
cgcgcteatec
gcaagcagar
agaagtgatg
ggttgtaaca
tcgaactitt

tgccaaaaat
gaaatttatt
atatgggagg
atatgccgaa
trgtagatec
agttgacata

actggtecag |

crtgttatga
acgeocgeoog
gttacgcage
cgcacatgta
ggtcgtgagt

aggaacttge 1

gttgocgctc

atctatgatc 1920

aatctectea
tacggtgacg

cactttgata -

ctggcagagc 2

gectgagttga

aggatcagat cacgcatctt gaagrrccTa TTCCGaagTt ccratictct agasagtata 2280
ggaacttcga trcactitta agtagaaatt ttataaaagt gggtaaatga gtaggttt

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

ggtacctgaa
aacagacttt
ccatggccca
actacaagct
ctggagctgc
ctgcctccag
ctgcageggg
cgggcgacga
atctgaccce
acggtgtgaa
gatcagtgaa
acctgaaccg
agctgtacgg
tcctgagect
aagaagttcc
caccagtgtc
ggcctggtga
aaattcggcg
aaaaccagga
aaagttgcga
actcgtgrat
gttcgtctga

2

2383

DNA

Secuencia artificial

Secuencia sintética

2

acacaccatc
gaattttgac
cgccgggcge
ctctcaaaga
gccggcteca
ggatccggtg
tCcccgeettg
cttcagcagg
cttcaccgca
ctggggccgc
ccgcgaaatg
gcarctgcat
cccatcaatg
cgctcttgtg
tattccgaag
agtaagcggg
tgatggcgog
tcctcatatt
gctatttaat
aaagcaacgt
atactaccac
ctaacggrrt

gctccocgact
cttctcaagt
actggctatg
ggatacgagt
ggcatctrta
gcacggacca
tccccggtge
cgctacagaa
cgagggaggt
atcgttgcct
agtcccttgg
acrrggatac
cgccccttgt
ggcgcetgta
Ttcctattct
caaagrcggt
atcgttgtat
gtgtgaggac
ggcaacagtt
gcctgegetg
tcCtaaaaaa
cgaagtgact

acaggaacat
tggcgggaga
ataatcocga
gggatgcggg
gcagccagcc
gccctctgeca
cccctgrggt
gagactttgc
tcgeccaccgt
tttttgagtt
tcgacaacat
aggacaacgg
tCgacticag
tcactttgag
tcaaaaggta
taatgtcagt
atttcrrtgac
gttttattac
aaccagctgg
gaagcatgcc
ccgaactccg
tcctacatcg

gatcgggcag
cgtggagtce
aattgtcatg
ggacgtcggce
gggccacaca
aactceccgce
gcacctcacg
cgaaatgtcc
ggtcgaagaa
€gggggggtt
agcrctttgy
aggatgggat
ctggttgtcc
cgcctatctc
taggaactic
ttcaaaacgt
acctittcag
gtgtttacga

tacgcaaacc

cgcaaaaacg
cgctgcgtaa
gtrggtgaagg

ggggccgtga

aacccagggc 12

aagtatattc
gctgccccac
cCrcacaccyg
gcccctgogg
ctgcggcagg
cgccagctcc
cttttccgeg
atgtgcgtgg
atgacagagt
gcrtttgttg
ctgaagacgc
ggacataaat
gaattcatta
ccacccatca
catcgeccta
agcaaaagct
acgtgctcgc
tggcgratgt
agtatgccgt
tcacaacctg

2338



caggagcact
taccacaccg
tccaagratg
gattgcacge
aacagacaat
- ttottrrtgt’
ggctatcgrg
aagcgggaag
accrrgoteo
tigatccgge
ctcggatygga
cgocagecga
tgacccatog
tcatcgacty
.gtgatattgc
tegocgetoo
aagttcctat
acagcctrgec

ccgtgatect

tacgtggtge

gcglgaagcg
aggttctccg
cggcrgetct
caagaccgac
gcrggocacyg
ggactggcty
tgccgagaaa
tacctgceca
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gatccgtgge
gertgactge
tcctaagget
gccgertggy
gatgccgeeg
ctgtccagtg
acgggcatic
ctattggycy
gtatccatca
ttcgaccace

agccgorett gtcgatcagg

acrgttcgee
cgatgoogo
tagecggetg
tgaagagctt
cgattcgcag
tCcgaagrtc
tcoctggoeca

aggctcaagg
tigccgaata
ggtgtggcgg
ggcggcgaat
cgecatogoct

crattcttca
‘gcagaagoce

-70 -

ggtcgtgtta
tccggogtta
taaggaggac
tggagaggct
tgttccggct
ccectgaatga
crtgcgcage
dagtgoeggo
tggctgatge
dagcgasaca
argatctgga
cgcgeatgoec
tcatggtgga
accgetarca
gggctgaccg
tCratcgeet
aaaggtatag
£Cgeetectc

dagaccteoe
aagaccgtaa
aatcatgatt
atteggerat
gtcagcgeag
actgcaggac
tgtgctecgac
gcaggatcic
aatgoguogy
tcgcatcgag
cgaagagcat
cgacggcgag
aaatggcoge
ggacatagcg
cttcctogty
tctrgacgag
gaacttcgec
gag

gggtottegt 13

gcaggeregt
gaacaagatg

gactggycac .

ggacgcocgg

gaggcagege 1

gtrgtcactg

 ctgtcatctc -1
‘ctgcatacge

cgagcacgta 19

caggggcreg L

gatctcgrcg
TTrtctggat
ttggctacoc

ctttacggta 22

ttcttcrgag

cttcgtrcte 23

<210> 3

<211> 1579

<212> DNA

<213> Secuencia

<220>

<223> Secuencia

<400> 3

cgtecattec
gjtaaagttg
ggatcgttgt
tTtgtgrgagg
atggcaacag

gtgcctgege
actcctaaaa
ttcgaagtga
ctgatccgtg
gcgettgact
cgtcctaagg
cggccgettg
ctgatgecge
accrgtccgg
cgacgggcgt
tgctattggg
aagratccat
cattcgacca
ttgtcgatca
ccaggcrcaa
gcttgecgaa
tgggtotggc
ttggcggega
agcgcatege
tcctattote
gceegeegtg

EE&Cacatga.

gttaatgtca
atatttcttg
acgrrrtatt
ttaaccagcet

tggaagcatg
aaccgaactc
crrectacat
gcggtagtgt
gctcocggegt
cttaaggagg
ggtggagagg
cgtgrtccgg
tgccctgaat
tcettgcgea
cgaagtgccg
catggctgat
ccaagcgaaa
ggatgatctg
ggegegeatg
tatcatggtg
ggaccgcrat
atgggctgac
cttctatcge
tagaaagtat
gccctgcete

artificia

sintética

acagcatcte
acttagtata
grttcazaac
acaccrrtte
acgrgtrrac

ggtacgcaaa

cccgoaasas
cgcgetgogt
€ggtggtgda
taaagaccte
taaagaccgt
acaatcatga
Ctattegget
ctgtcagcge
gaactgcagy
gctgtgereg
gggcaggatc
gcaatgcgge
catcgcatcg
gacgaagagc
cocgacggeg
gaaaatggoc
caggacatag
cgcttooctcey
cttcregacy
aggaacticc

1

aﬂgﬂaatctg
ggaacttcat
gtzi ol of

ggcatcgece

gaagcaaaag

ccacgtgcerc

cgrggcgtat
aaagtatgcec
ggtcacaacc
ccgggtgttc
aagcaggctc
ttgaacaaga
atgactgggc
aggggegcce
acgaggcage
acgttgtcac
tectygteate
ggctgcatac

agcgagcacy.

atcaggggct
aggatctcgt
gcrrttctgy
cgrrggctac
tgotttacgy
agttcttctg
cIgagaagga

rgtigcctge
tacaccagrg
caggcctgat
taaaattcgg
ctasaaccag
gCaaagtigc

gtactcgtgt
grgtrcgtct
tgcaggagca
gttaccacac
gttccaagta
tggattgcac
acaacagaca
ggttcttttt
gcggctateg
tgaagcggga
tcaccttgct
gcttgateeg
tactcggatg
cgegecagec
cgtgacccat
attcarcgac
ccgtgatatt
tatcgecget
agaagttcct
tgtcggagge

gaagticcta

tcagtaageg 1

gatgatggcg
cgtcctcata

gagctattta :

gaaaagcaac

atatactacc

gactraacggt

ctccgtgatc

cgracgrogt ¢
tggcgtgaag f

gcaggttctc

atcggetget 7
gtcaagaccg

tggctggeea

agggactogge ¢

cctgecgaga

gctacctgee |
gaagccggtc 1]
gaactgttcg 1:
ggcgatgect

tgtggccggc

gctyaagage

cccgattege 1
attccgaagt 15
caagagacaa 1
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<210> 4

<211> 902

<212> DNA

ES 2347979 T3

-71 -

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia sintética

<400> 4

gaattcgaag
agcagacttt
ccatggeeca
actacaagct

ctggagetgce.

ctgcctecag

crgcageggg

cgggcgacga
atctgaccce
acggtgtgaa
aatcagtgaa
acctgaaccy
agctgtacyg
tectgagoct
aagaagttcc
tc

TICeratece
gaattttgac
cgcoggggc
ctctcaaaga
gocggeoecy
ggatccggry
tocogocttyg
cttcagecagg
crTcaccgea
ctggggccge
cLgcgaaatg
gratctgcar
cccatcaatg
cgcrocrigry
Tattecgaag

<210> 5

<211> 226

<212> PRT

gaagttccta
cttctecaagt
actggctatg
‘ggatacgagt
ggcatcttta
gcacggacca
tceeeggtae
tgct&tagaa
cgagggaggr
atcgttgect
agtcecttgg
acttrggatac
cgccecttgt
ggcgcctgta
ttcctattet

<213> oryctolagus

<400> 5

M%t,ﬁﬁa His
Lys Tyr Ile
Gly asp Ala
35
Ala pro Ala
50
Pro Pro aAla
65
Hi1s Leu Thr
Arg Asp Phe

Ala E%y
His Tyr
20

Gly ﬁ?a
aAla Pro
Ala ala
Leu Arg

BS

Ala Glu
100

Arg Thr
Lys Leu
Ala ser
Arg &5&
ﬁ?y Pru
ﬁ?n Ala
Met Ser

sSer
Ala
Pro
Ala
Gly

S5er

ttctctactt
tggcgggaga
ataﬂtcgcg
gggatgcgog g
gcagecagec
gcecctotgea
cccetgtaggr
gagactttgc
tcgecacegt
tttttgagtt

‘tcgacaacat

aggacaacgg
tcgacttcag
tcactttggg
ctagaaagta

Gly Tyr As
Yy Ty 1@P

Gin ﬂrg
25
Pro Gly

Ala ala

40

Leu Ser
AsSp Asp
90

GIn Leu
105

agrataggaa
cgtggagtee
aattgtnatg
gggccacaca
aactccegee
gcaccteacg
cgaaatgtcc
ggtcgaagaa
€g99ggg9gtt
agctctttgg
aggatgggat
ctggrtgtec
cgcctarcte
taggaactic

Asn
Gly
val
Arg.
Pro

60

phe

H1s

Arg Glu
Tyr Glu
phe ser
45
Thr ser
val Pro
ser Arg
Leu Thr

cttcaggtga €
aaccecaggac .
aagtatattc
gcagctccac

ccreacaceg
gcecctyggag

crgcggeagy
cgceageteo
cttrtcegeg

atgtgcgtgg

atgacagagt
gottttgttyg 7

ctgaagacgc
ggacataaat
ctcgaggaat

IMe val
T 15

Trp Asp
30

ser Gln
Pro Pro
Pro val
Arg Tyﬁ

Pro Phe
110

Met
Ala
Pro
Pro
val
Arg
Thr
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Ala
val
Ala
Gln
val
Ser

His
225

ASn
130
val
Leu
Asp

Arg

Leu
210
Lys

Trp
Glu
Trp

Asn

Pro Leu Ser Asp

195
Ala

<210> 6
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400> 6

aggtyaagca
cagggecccat
atattcacta
ctccacetgg
acaccgetge
ctggggetge
ggcaggcygg
agctccatct
tccgegacgg
gcgtggaatc
cagagtacct
ttgttgagct
agacgcrect
ataaataa

<210> 7
<211>
<212>
<213>
<220>

<223>

ES 2347979 T3

Arg G1§ Arg Phe Ala
11
Gly Arg Ile

ser val Asn

-72 -

Thr vai

val Ala
135

Arg Glu

150

Met Thr Glu Tyr

165

Gly Gly Trp

180

Leu Ile Gly

788

DNA

gactttgaat
ggcccacgee
Caagetorct
agctgegecg
ctccagggat
agcgggtece
cgacgacttc
gacccccttc
tgtgaactgg
agtgaaccge
gaaccggcat
gtacggceea
gagcctcget

788

DNA

Leu

Asp Ala

Ser
200
Cys

Phe

Ala
215

Secuencia artificial

Secuencia sintética

tttgacctic
gggcgcactg
cazagangat
gecootgaca
coggrgygcac
gectrgroce
agcaggegeot
accgracgag
ggcogoatog
gaaatgagtc
ctgcatactt

tcaatgegee

cltgtggacg

Secuencia artificial

Secuencia sintética

val
Phe
Met
Asn

Phe
185
Trp

Ile

teaagrigge
gctatgataa
acgagtggga
tetrtageag
ggaccageoo
cggrgooecco
acagaagaga
ggaggtricgc
tigootettt
ccttggtega
ggatacagga
ccrtgttcga
cctgrarcac

Gilu Glu
Phe Glu
Ser Pro

155
Arg HIs

170

val Glu
val ser

Thr Leu

gggagacgtg
tcgogaaatt
tgcgggggac
ccagooagac
tctgoasact
tgtggtgcac
ctttoccgaa
cacegtggtre
tgagttcagg
caacatagct
caacggagga
crrcagergy
tttgggcgee

Leu Phe Arg Asp

h 1%5 1

Phe Gly Gly val

140

Lteu val Asp Asn

teu His Thr Trp

Leu Tyr Gly Pro
150

Leu Lys Thr Leu

] 2?5

Gly Ala Tyr Leu

220

175

gagtccaace
gtcatgaagt
gtcggogoag
Cacacaccrc
coogoogoce
ctoacgotge
atgteccgec
gaagaacttrt
ggggtratgt
ctttggatga
tgggatgett
tigtccctga
tatctoggac

Gly
Met
Ile
Ile
Ser
Phe
Gly

60

120
180
240
300
360
420
480 .
540
600
660
720
780
788
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15

<400> 7

aggtgaagea
cagggcccat
acaticatra
cgeececgag
atacagecge
ccggogeege
gccaggecgg
agctgcacct
tcagggarcgg
gtgtogagag
ctgagtacct
Trtgtggaact
agactcrget
acaagtga

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

gacttigaat

taagctgteg
ggeegeeece
arcccgggac
cgcggggect
cgacgactte
gacgcocrec
ggtgaactgg
cgtcaaccgg
gaaccggcac
gtacggecee
cagrrtggcc

8
869

DNA

Secuencia

secuencia

8

ES 2347979 T3

-73

Tttgacctc
gggagaacag
cagaggoget
gcgecgggea
ccggtcgeea
gcgetcagee
Ttcccgecget
accgcgogag
gggaggatty
gagatgtcge
ctgcacacct
agcatgegge
ctggtggoag

tcaagttgge
ggtacgataa
acgagtggga
Tcttctecte
ggacetogee
cggtgccacc
accgcegega
gacgctttoce
tggeotictt
ccctggroga
ggatccagga
ctcrgritga
cttgcatcac

artificial

sintética

aggrgaagtg
ggaacatgat
cgggagacgt
atcgcgaaat
atgeggagga
goecagooggg
ctctgcaaac
ctogtggtgca
actttgccga
ccaccgtggt
ttgagrrcgg
acaacatagc
acaacggagg
acttcagclg
cttrgggoge

<210> 9
<211> 809
<212>
<213>
<220>
<223>

<400> 9

DNA

gatcrtcrcg
€ggQcaggag
ggagtccaac
tgtcatgaag
cgreggeget
ccacacacct
teccgecgee
corcacygety
aatgrtcccge
cgaagaactt
§§§§§t§3t§

tcrttggatg
atgggatgct
grrgtocctg
ctatctogoa

Tccgtyggtog
gccgtgaaac
ccagggeeca
tatattcact
gccecacctyg
cacaccgetg
cctggggctg
€ggcaggcgg
cagctccate
TtCccgegacg
tgcgtggaat
acagagtacc
tttgttgage
aagacgctcc
cataaataa

Secuencia artificial

secuencia sintética

gggagacgtg
ccgggagata
tgcgggagat
gcagoocggg
gctgcagacc
tgtggtccac
cttcgecgag
cacggtggtg
tgagttcggt
caacatcgec
taacggaggc
ttrctcctgg
cctgggtgee

gagtccaace
gtgatgaagt
grgggcaccg
cacacgcecc

ccggetgece :

ctgacectee

argtccaggc

gaggagctct

ggggtcatgt

ctgtgoatga 600

tgggatgect b

ctgtctctga

tatctgggee 7

agctgaaaca
agactrtgaa
tggoccoacge
acaagcetctce
gagctgegoc
cctccaggga
cagcgggtoc
gcgacgactt
tgaccecett
gtgtgaactg
cagtgaaccg
tgaaccggca
tgtacggcec
tgagectege

caccarcget
trttgacctt
cgggcgcact

tcaaagagga

ggctccagge
tcﬁggtggca

tagﬁaggsgﬁ

caccgeacga

gaggecgeate
cgaaatgagt
tcrgeatact
atcaatgcge
tcttgtgoge

ccegactaca
ctcaagttgo
ggetatgata
tacgagtggag
atctrtagea
cggaccagee
ccggtgeecce
tacagaagag
gggaggttcg
grigcorrtt
ccocttggteg
tggaracagg
cccttgtteg
gcctgtatca

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
869
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aggtyaagcyg
cgggagacgt
accgggagat
atgcgggaga
cgragcoeygg
€gcrgcagac
ctgrggrcca
actregeega
ccacggtgge
ttgagttcygy
acaacatcgc
ataacggagg

ccctgggrge

<210> 10

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400> 10

aggtgaagtg
ggaacatgat
accttotcaa
gracrggcra
gaggatacga
caggcatctt

-tggcacggac

tgtccococggt
ggcgctacag
cacgagggag
gcatcgttge
Tgagtcoctt

ES 2347979 T3

agcaaagcga
ggagtccaac
agtgatgaag
tgtgagcgee
gcacacgeece
cccggetgee
cctgacecte
gatgtccagg
ggaggagctc
tggggtcatg
cctgtogatg
ctgggatgec
gctgtctoty
ctatctgggc

884

DNA

gatcttctoy
<gggcagggg
gttggcggga
tgataatcqe
gtgggatgcg
tagcagrcag
cagroctcty
geeeectgtg
dagagacttt
gttcgccaco
CrtTittgag
ggtcgacaac

-74 -

ccggtgaaac
ccagggceca
tacatccatt
gegeeccegy
catacagccg
ccecggegecg
cgccaggecy
cagctgeace

ttcagggacg g

tgtgtggaga
actgagtacc
tttgtggaac
aagacictge
cacaagtga

Secuencia artificial

secuencia sintética

teogtggtgg
gcccgageaa
gacgtggagt
gaaattgtca
ggggacgtcg
ccgggecaca
caaactcecyg
grgcacctea
gccgaaatgt
gtggtcgaag
ttcggggogg
atagctcrtt

agactttgaa
tggcgoacyc
ataagctgic
gggccgecee
catcccagga
cocgeogggce
gegacgactt
tgacgoooctt
gggtrgaactg
gcgtcaaccg
tgaaccgges
tgtacggcce
tcagtttoge

agcrgaaaca
agcgaccggt
ccaacccagy
tgaagtatat
gcgetgccco
cacctcacac
ccgceectag
cgctgcggea
ccogocaget
dactrrteo
ttatgtgcgt
ggatgacaga

trttgacett
tgggagaaca
gcagaggggc
cgegeoggyc
coccggragoc
tgcgorcage
crocogecgc
caccgegogg
ggggaggatrt
ggagatgtcg
cctgcacace
cagcatgegyg
cctggtggga

caccateget
gaaacagact
gcecatggee
tcactacaag
acctggaget
cgctgectec
ggctgcageg
ggcgggcgac
ccatctgace

g cgacggtgtg

ggaatcagtg
gtacctgaac

‘ctcaagttgg
gggtacgata
tacgagtagg

atctretect 2
aggacctege 3

ccggtgecac

taccgcegeg -

ggacgctttg
gtggcctrtet

ccocctggtgg

tggatccangg
ccLetgrtty

gcttgcatca 7

cccgactaca
ttgaattrtg
cacgcegygc
ctetetcaaa
gcgeeggetc
agggatccogg

ggtcoogect 4

gactrcagca

cecttoaceg -
aactggygee |
aaccgcgaaa b

cggcatctge

60

60
120
180
240

atacttggat acaggacaac ggaggatggg atgcttttgt tgagctgtac ggcccatcaa 780
tgcgcccctt gttcgacttc agetggtigt ccctgaagac gotcctgage ctegotcrtg 840
tggocgecty tatcactttg ggogectate tcggacataa ataa . 884

<210> 11

<211> 239

<212> PRT

<213> Homo

<400> 11



Met Ala
1 :

Lys Tyr |

Gly Asp va

phe ﬁgr
Pro ifa'i

65

ala Ala G

Leuy Arg
Ala Glu

Arg phe |
g 130

Gly Arg Tle

145

met Thr
Gly Gly

Leu Phe
210

ser val /

Glu

TF@

ASp

s Ala

-

. H18

20
Gly

' Gln
a Arg
y Pro

1 Ala

iﬂ@
ser

1 Thr
val
Arg
180
AsSp
Phe

Leu val Gly Ala

225

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

<400>
met ala ¢
1
Lys Tyr I
Gly Asp
phe Ser

50

Met Ala al:

Pro Ala
Ala E%‘y‘

s5er ser

Thr val
130
val ala

Phe

12

199

PRT

Mus

Ala

2 His

20

4 ASp

Gclin
Arg

u ser

Asp
100
Leu

Glu
Phe

ES 2347979 T3

ﬁ]éy Arg Thr

'Tim
Ala
Pro
Thr
Ala
85

Gly
ser
val
Ala
Glu
165
Leu
Ala
s5er

cys

@éy
Tyr
Ala
Pro
Thr
Pro
rhe
His
Glu
Glu

Lys
Ala
Gly
ser
70

Leu
ASp
cin
val
phe
150
Met
ASH
Phe
Trp

Ile
230

Arg

Lys |
Ala i

Glu

ser

vafi :

s5er |

Leu
Leu

Phe
150

Leu
Pro
His
55

Pro
ser
Asp
Leu
Glu
135
Phe
ser
Arg
val
Leu

215
Thr

Phe

=75 -

Gly
Ser
Pro
40

Thr
Leu
Pro
phe
His
120
Glu
Glu
Pro
His
Glu
200
ser

Lm

r Gly
) Ser

Leu
40

ASD
' Leu
Pro
Arg

Pro

120

Arg

Tyr
Gln
2S5

Gly
Pro
GIn
val
ser
105
Leu
Leu
phe
Leu
Leu
185
Leu
Leu

Gly

Tyr
Gln
25
Gly
Pro
Arg
val
Tyr
105
rPhe
ASP

135
Gly Gly val

Asp
10

Arg
Ala
His
Thr
Pro
a0

Arg
Thr
Phe
Gly
val
170
His
Tyr
Lys
Ala

Asn

f;? ¥

Ala
Pro
Pro
75

Pro
Arg
pro
Arg
Gly

15 5
ASD
Thr
Gly
Thr

255

Asp Asn

10

Arg Gly

Ala Ala

mMet
Pro
val

an
Arg

Met

Pro
Leu
75

His

Arg

Thr Ala

va'l

Cys
155

Arg
Tyr
Pro
Ala
Ala
val

Glu
Glu
Ala
45

Ala

Ala

Tyr Ar

Phe
AsSp
%?a"l

ASh

Trp
Pro
Leu

220
Leu

Arg
Tyr
Pro
iﬂ a
val
Leu
Asp
Arg
ASn

140
val

Met
Ile
Ile
sSar
205
Leu

ser

Glu
Glu
"Thr
Yzﬂ

A“fa

Thr
phe
Gy
128
Trp
Glu

Ie
Trp
30

Pro
ser

Pro

T His

Gly
110
Ala

r val

Cys
Ala
Gln
Met
ser

Ile
Trp
30

Pro
His
Thr
Ley
Ala
110
Arg
Gly
ser

val met
15
Asp Ala
Gly Ile
Arg Asp
Gly Ala
80
Leu Ala
95
Asp Phe
Arg Gly
Asn Trp
val Gclu
160
Leu Trp
175
AsSp Asn
Arg Pro
Leu ﬁ.l&

Lys

val Met
15
Asp Ala
Gly Ile -
Arg Asp
Ala Gly
Arg Arg
95

Glu Met

Phe Ala

arg Ile

val Asn
160
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ES 2347979 T3

-76 -

Arg Glu Met Ser Pgﬂ Leu val Asp Asn 1;3 Ala Leu Trp Met Thr Glu
1 175
Tyr Leu Asn ;EE His . Leu HWis Thr Trp Ile GIn Asp Asn G1y Gly Trp

val Gly Ala Cys Leu val Glu
195

<210> 13

<211>

<212>

<213>

<400>

Met
1
Lys
Gly
Phe
Met
65
Pro
Ala
ser
Thr
val
145
Arg
TYr
Asp
Phe

Ala
225

Ala
Tyr
ASp
ser
50

Ala
Ala
Gly
ser
vatl
130
Ala
Glu
Leu

Ala

236
PRT
Mus

13

Gin Ala
Ile His
20
Ala Asp
phe GIn
Ala Arg
Leu ser
Asp Asp
100
GIn Leu
val Glu
Phe Phe
Met Ser
AsSn Ar

18
Phe val

- 195

Ser
210
Cys

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

Trp Leu
Ile Thr

14

154
PRT
Rattus

14

G;y
Tyr
Ala
Pro
Thr
Pro
Phe
His
Glu
Glu
165
His
Glu

ser

Leu

185

Arg Thr Gly Tyr

Lys
Ala
Glu
ser
val
Ser
Leu
Leu
phe
150
Leu
Leu
Leu

Leu

538

Leu
Pro
Ser
55

Pro
Pro
Arg
Thr
Phe
135
Gly
val
His
Tyr
Lys

215
Ala

ser GIn
Leu Gly
40

Asn Pro
Leu Arg
Pro val

Arg Tyr
185
Pro Phe

120

Arg Asp

Gly val

AsSp Asn

Thr Trp
185

Géﬁ Pro

Thr Leu
Tyr Leu

Asp
Arg
ala
Met
Pro
val
a0

Arg
Thr
Gly
Met
Ile
170
Ile
Ser
Leu

Gly

Asn
Gly
Ala
Fro
Leuw
75

H1s
Arg
Ala

val

Cys
155
ala
Gln
Met
ser

His
235

Arg
Tyr
Pro
Ala
val
Leu
AsSp
Arg

Asn
140

val.

Leu
Asp
Arg
Leu

220
Lys

Glu
Glu
Thr
val
Ala
Thr
Phe
g

Trp
Glu
Trp
Asn
Pro

205
Ala

Ile

110
Arg

Gly
ser

Gl

19
Leu

Leu

val
15
Asp
Gly
Arg
Thr
Arg
Glu
Phe
Arg
val
Thr
175
Gly
rPhe

val

Met
Ala
Ile
Asp
Gly
Arg
Met
Ala
Ile
Asn
Glu
Trp
Asp
Gly



ilé'HiE Tyr

Lys

Leu
5

ES 2347979 T3

ser Gln

-77 -

Arg

Gly

i

Glu Trp Asp

Thr Gly Asp
- 15

Glu
Phe
Ala

Leu
65

ASp AsSp Phe

Gln

val Glu Glu

ASp Ser
GIn Pro

Leu His

20

val

Ala
Glu
ser

SEF

Leu

Pro

Arg

85

100

115

Leu

Pro
ser

Pro

Ala Pro
25

Pro

Ala

“Thr
40
Pro

Leu Arg Thr

Asn Arg Ala val

val ala

Thr

Leu Arg Leu

55

Pro val val His Leu

pro Gly Iae Phe
His Arg Asp Thr

45

Asn Ala Gly Pro

60
Leu Arg

Thr
Phe

70

Arg Tyr

Pro Phe

Arg Asp

Arg
Thr

Arg
Ala

Asp
90
Arg

105

oy v

Asn

75
Phe

Gly
Trp

Ala Glu
Arg Phe
Gly Arg

Arg Ala
met Ser

95

Ala Thr

110

Ile val

+ 125

Ser
Ala
Ala
Gl

o
val

Ala

phe Phe Glu Phe Gly Gly Vaﬁ Met Cys val Glu Ser val Asn arg Glu
130 135 140

Met ser

145

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

Met
1
Lys

;:ggp

3 Phe
r Trp
s Ile

15
235
PRT
Felis

15

Ala His

Tyr Ile
Ala
35
ser Ser
50
Pro Pro

Leu Ser

Asp Asp

* Gin Leu

115
val Glu
130

a Phe Phe

Met Ser

Asn Arg
val
155
Leu

Thr

210

Ala
His
Gly
Gin
Pro
Pro
s
His
6lu
Glu
Pro
His
180
Glu
ser
Leu

ﬁ%y Arg Thr
TYyr Glu Leu
Ala
Gly
Ala

70
Pro

Ala Pro

Pro Arg
; 55
val Pro
val
85
Ser

Pro

Leuy
Leu

Leu
165
Ley
Ley -
Leu

Gly

Pro Leu Val Asg Asn Ile Ala Leu

Gly Tyr.Asp AsSn Arg
10

Pro
Pro
40

Thr
Ala
val
Tyr
Phe
120

] Asp

val

- ASN

Trp

Pro 5

200

Leu |

Leu

Gin

25

Gly
Pro
aAla
val
AP

10

Thr
Gly

e Gin
' MetT
] Ser

Y His

Arg Gly Tyr
Ala Pro
Ala
60
Ala ala
75

Leu Thr
Asp Phe
Gly A

Ala

Ala Pro

Ala

His
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Arg

Ala Arg

val Asn T

140
val
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Leu

Cys

Ala
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Trp
ASp Asn
Gln Pro

aAla
220

2%

Ley
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Glu
Ala
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Arg
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Leu
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Trp Gly

Met
Gly

1le
Trp
30

Pro
The
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Arg
Gld
110
Phe
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Glu Gly, val

Thr
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val Met
15 -
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GIn

95
Met

Pro
80
Ala
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Ala Thr
val

168

Glu r
175 R4
Trp Asp

Ile

ASTY

Leu Phe Asp Phe

205
Leu

val

Gly Ala



10

<210>
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<212>
<213>
<400>

Met Ala
L;S Tyr
Gly Asp
Phe ser
Met Ala
Pro Thr
Ala Gly
ser ser

Thr val
130

val Al
145
Arg G1

Tyr Leu Asn

Asp Al

16

236

PRT

Canis
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Gin Ala G}y Arg Thr

Ile His Tyr Lys Leu

20

val Asp Ala Ala Pro
Phe GIn Pro Glu Ser

Ala Arg Th

35
r ser Pro
70

Leu Ser Pro ya1 Pro

85
ASp As
100

p Phe Ser arg

Gln Leu His Leu Thr

val Glu Glu Leu Phe

a Phe Phe

u Met Ser

Arg

180

a Phe val
195

Phe Ser Trp Leu
210
Ala Cys Ile Thr

225

<210> 17

<211> 229

<212> PRT

<213> Bos

<400> 17

135

Glu Phe Gly Gly val Met Cys
155
e Ala

150
Pro
165

His Leu His Thr I;E Ile Gln

Glu Leu Tyr g&g Pro Thr met

Ser Leu Lys Ala Leu Leu Ser
215

Leu Gly Ala Tyr Leu Gly Hi
230
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Gly
Ser
Leu
40

Asnh
Leu
Pro
Arg
Pro

120
Arg

Tyr
Gln
Gly
Pro
Arg
val

r
Pha

AsSp

Leu val Asp Asn I;

?sp AsSn
Arg Gly
Ala Ala
Thr Pro
Pro Ile
75

val His
90

Arg Arg
Thr Ala
Gly val

Arg

Pro
Ala
val
Leu
Asp
Arg

ASn

140

170

Glu Ile
GW Trp
30
Thr Pro
val His
Ala Thr
Thr Leu

Phe Ala
110

Gly Arg
125
Trp Gly

S Lys
235

val met
15
Asp val

Gly Ile
Arg Asp
™ g
;Eg Arg
Glu Met
Phe Ala

Arg_I]e

val Glu ser val ?sn
Leu Trp mMet Thr Glu
175
Asp Asn Gly Gly Trp
180
GIn Pro Leu Phe Asp
205

Leu Ala Leu val Gly
220
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met Ala His Ala ﬁgy Gly Thr Gly Tyr igp»asn arg Glu 1le ggz Met

Lys Tyr Ile gés TYyr Lys Leu Ser ggm Arg Gly Tyr Glu ggp‘ngp Ala
Gly Asp gfé& Gly Ala Ala Pro ﬁgm Gly ala Ala pPro ‘E‘%& Pro Gly Xle
Leu ggr ser GIn Pro Gly g;g Thr Pro ala Pro ggr Arg Thr Ser Pro
Pro Pro Pro Pro Ala Ala Ala Aﬂa‘ﬁ1y‘Pfa Ala Pro Ser Pro val Pro
65 , . 70 75 BO
pro val val His ng Thr Leu Arg Gln g%a Gly Asp Asp Phe ggr Arg
Arg Tyr Arg Arg Asp Phe Ala Glu Met Ser Ser GIn Leu His Leu Thr
100 , 105 , . 110
Pro Phe Thr Ala Arg Glu Arg Phe Ala Thr val val Glu Glu Leu Phe
o 115 120 i 125 ‘
Arg Asp Gly val Asn Trp Gly Arg Ile val Ala Phe Fhe Glu Phe Gly
130 135 140
Gly val Met Cys val Glu Ser val Asn Arg Glu Met Ser Pro Leu val
141 ~ 150 . 155 , 160
Asp Ser Ile Ala Leu Trp Met Thr Glu Tyr Leu Asn Arg His Leu His
165 , 170 ‘ 175
Thr Trp Ile %%3 Asp asn Gly Gly ig - Asp Ala Phe val %;g’aeu Tyr
Gly Pro Ser Met Arg Pro Leu Phe Asp Phe Ser Trp Leu Ser Leu Lys
185 . 200 205 R
Ala Leu Leu Ser Leu Ala Leu val Gly ala cys Ile Thr Leu Gly Ala
210 - 215 220
Tyr Leu Gly HIS Lys :
22% :

<210> 18

<211> 236

<212> PRT

<213> Cricetulus

<220>

<221> Variante

<222> 215

<223> xaa = Cualquier aminoacido

<400> 18
m§ﬁ Ala 6ln Ala ﬁgy Arg Thr Gly Tyr %ﬁu Asn Arg Glu Ile v%n ‘Met
1
Lys Tyr Ile ggg Tyr Lys Leu QEY‘GEM Arg Gly Tyr Glu %gw Asp val

Gly asp val asp Ala Ala Pro Leu Gly Ala ala pro Thr Pro Gly Ile

35 ; 40 45
Phe sgr pPhe Gln pPro Glu ggr Asn Pro Thr Pro %}a val His Arg Asp

50 : 0
Met Ala Ala Arg Thr Ser Pro Leu Arg Pro Ile val Ala Thr Thr ¢ly
65 . 70_ 73 ' 80



Pro
Ala
_ser
val
145
APrg

AsSp

Phe

Ala
225

Met

Lys

Pro

Thr
Gly
Sar
val
130
Ala
Glu

Leu

sar
210
cys

Leu Ser

Asp ASP
P 106
Gln Leu
115
val Glu
Phe Phe
Met Ser

Asn Ar
180D

Phe val &

195

Trp Leu S
Ile Thr.l

<210> 19

<211> 233

<212> PRT

<213>

<400> 19

Ala
TYyr
Glu

Ala
50

3y Pro
| Pro
;| Phe

His

 Glu

130
ET@

PF"@

| His

Glu
Ser

. 210

" Leu

His Pro
Ile His
20

ASp Arg
AT& ua?
Gly Ser
Ala Pro
ser hr

Ley ?hr
115

Leu Phe
phe Gly
Leu val

Leu His
180

Pro
phe
His
Glu
Glu

Gallus

ﬁ%y
Tyr
Pro
Ala
Ala
Pro

85
Arg

Pro-

Arg
Gly
AS

16:
Asn
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val
Ser
Leu
Leu
Phe
150
Leu

Leu

- Leud
- Leu
u G

230

Arg
Lys
Pro
Ala
Ala
70

Gly
Tyr
phe
Asp
val
150
AsSn

Trp

Leu Tyr Gly Asn

195
Leu Lys

Ile

Gly Ala Tyr Leu

230

Pro
Arg
Thr
Phe

135
Gly

val
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Tyr

Xaa

215
Thr

Arg
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Ala
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val
Gln
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Mﬁﬁ
Ile
Ile
Ser
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215
Gly
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Pro val
Arg Tyr
Are 1o
Pro Phe
120

Arg Asp
Gly val
ASp Asn
Thr Tr

185

Gly Pro
200

Thr Leu
TVr Leu

Gly Tyr
ser Gin
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Pro Pro
Gly Ala
Ser Glu
His Leu
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10
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120
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Cys val
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GIn A
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val |
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ATg A
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10
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155
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a 'Arg ¢
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220
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a Gin
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Gly
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Trp
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Trp
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Asn
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Gl Gﬂy
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T R
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AST
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Trp
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Gin
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Trp
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<210> 20
<211> 44
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> secuencia sintética
<400> 20
Asp Ala Phe val ﬁ%m Leu Tyr Gly Pro %ﬁv val Arg Pro Leu %gr Asp

P&w ser Trp gg‘i ser Leu Lys Thr !ﬁu Phe Ser Leu Ala ggu Ile m:y
Ala Cys :t'é& Thr tLeu Gly Ma T%r Leu Gly His Lys

i
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Reivindicaciones

1. Un animal transgénico no  humano sometido a
linfopoyesis a corto plazo qgue comprende al menos una
construccidén transgénica que comprende el inhibidor de 1la
apoptosis de mamiferos bcl-2, un transgén controlado por un
promotor/ potenciador especifico de linfocitos B.

2. Un animal transgénico no  humano sometido a
linfopoyesis a corto plazo qgue comprende al menos una
construccidén transgénica que comprende el inhibidor de 1la
apoptosis de mamiferos bcl-2, un transgén controlado por un
promotor/ potenciador especifico de linfocitos B y al menos
una inmunoglobulina exdégena o locus transgénica de una
cadena de inmunoglobulina.

3. E1 animal transgénico no humano de la reivindicacidn
2 en el que dicha inmunoglobulina exdégena o cadena de
inmunoglobulina es una secuencia de una cadena pesada y/o
ligera de inmunoglobulina humana (humanizada) .

4. E1 animal transgénico no humano de la reivindicacidn
1 o 2 seleccionado del grupo gque consiste en conejos, aves,
pollos, ovejas, cabras, vacas, cerdos, caballos y burros.

5. Una construccidén de expresidn transgénica para su
utilizacidén en un animal transgénico no humano sometido a
linfopoyesis a corto plazo, gque comprende un transgén gue
codifica una proteina de fusidén gque comprende secuencias de
polipéptido en el siguiente orden: a) una inmunoglobulina o
cadena de inmunoglobulina; b) un péptido autoescindible; c)
el inhibidor de la apoptosis de mamiferos bcl-2 vy un

promotor especifico de linfocitos B de dicho animal
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transgénico no humano sometido a linfopoyesis a corto plazo;
y opcionalmente, d) una diana de escisidén por una proteasa
entre a) y b).

6. La construccidén de expresidén transgénica de la
reivindicacidén 5 en la que dicha diana de escisidén por una
proteasa se selecciona de entre el grupo gque consiste en las
dianas de las proteasas de aspartico, proteasas de cisteina,
metaloproteasas, proteasas de serina y proteasas de
treonina.

7. La construccidén de expresidn transgénica de 1la
reivindicacidén 5 en la que dicha diana de escisidén por una
proteasa es la diana de escisidén de la furina.

8. La construccidén de expresidn transgénica de 1la
reivindicacién 5 en la que dicho fragmento de
inmunoglobulina es un fragmento de una cadena pesada y/o
ligera de inmunoglobulina humana (humanizada).

9. La construccidén de expresidn transgénica de la
reivindicacidén 5 en la que dicho péptido autoescindible se
deriva de los péptidos virales 2A/ 2B o tipo 2A/ 2B.

10. La construccidén de expresidén transgénica de la
reivindicacién 9 en la que dicho virus se selecciona de
entre el grupo que consiste en la familia de wvirus
picornaviridae, familia de virus de 1la rinitis A equina
(ERAV), familia de virus de insecto tipo picornavirus y de
la familia de rotavirus de tipo C.

11. La construccidén de expresidén transgénica de la
reivindicacién 10 en la qgque dicho wvirus se selecciona de

entre el grupo que consiste en el virus de la fiebre aftosa
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(FMDV), el virus de la rinitis A equina (ERAV) y el virus
asigna de Thosea (TaV).

12. La construccidén de expresidn transgénica de las
reivindicaciones 1 a 11 en la que dicho bcl-2 de mamifero se
selecciona de entre el grupo gue consiste en el bcl-2
humano, bcl-2 murino y bcl-2 de conejo.

13. Una célula huésped aislada transformada con la
construccidén de expresidén transgénica de la reivindicacidén 5
para su utilizacidén en un animal transgénico no humano
sometido a linfopoyesis a corto plazo.

14. Un método para potenciar de forma selectiva la
expresién de una inmunoglobulina exdgena o cadena de
inmunoglobulina en un linfocito B exdédgeno de un animal
transgénico no humano sometido a linfopoyesis a corto plazo,
que comprende la introduccién en dicho animal de una
construccidén transgénica que codifica una proteina de fusidn
que comprende unas secuencias polipeptidicas en el siguiente
orden: a) una inmunoglobulina o cadena de inmunoglobulina;
b) un péptido autoescindible; c¢) el inhibidor de 1la
apoptosis de mamiferos bcl-2, y opcionalmente; d) una diana
de escisidén por una proteasa entre a) y b), en el gque se
potencian la supervivencia de la célula B exdégena y la
produccidén de la inmunoglobulina exdgena.

15. El método de la reivindicacidén 14 en el que dicha
inmunoglobulina exdégena o cadena de inmunoglobulina es una
cadena pesada y/0 ligera de inmunoglobulina humana
(humanizada) .

16. El método de la reivindicacién 14 en el que dicha
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diana de escisidén por una proteasa se selecciona de entre el
grupo dque consiste en las dianas de las proteasas de
aspartico, proteasas de cisteina, metaloproteasas, proteasas
de serina y proteasas de treonina.

17. E1 método de la reivindicacién 14 en el que dicha
diana de escisidén por una proteasa es la diana de escisién
de la furina.

18. E1l método de la reivindicacién 14 en el que dicho
gen de un péptido autoescindible se obtiene del 2A/ 2B o
tipo 2A/ 2B wviral.

19. E1l método de la reivindicacién 14 en el que dicho
virus se selecciona de entre el grupo que consiste en la
familia de virus picornaviridae, la familia de virus de la
rinitis A equina (BRAY), la familia de virus de insectos
tipo picornavirus y de la familia de rotavirus tipo C.

20. El1 método de la reivindicacién 14 en el qgue dicho
virus se selecciona de entre el grupo gque consiste en el
virus de la fiebre aftosa (FMDV), virus de la rinitis A
equina (ERAV) y el virus asigna de Thosea (TaV).

21. El1 método de la reivindicacién 14 en el que dicho
animal transgénico no humano se selecciona de entre el grupo
que consiste en roedores, primates, conejos, aves, vacas,
cerdos, ovejas, cabras, caballos y burros.

22. Un animal transgénico no humano sometido a
linfopoyesis a corto plazo gque comprende al menos una
construccidén transgénica que codifica una proteina de fusidn
que comprende unas secuencias polipeptidicas en el siguiente

orden: a) una inmunoglobulina o cadena de inmunoglobulina;
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b) un péptido autoescindible; c¢) el inhibidor de 1la
apoptosis de mamiferos bcl-2, y opcionalmente; d) una diana
de escisién por una proteasa entre a) y b), en el gque se
expresa dicha proteina de fusidn.

23. El animal transgénico no humano de la
reivindicacidén 22 en el que dicho animal se selecciona de
entre el grupo gque consiste en roedores, primates, conejos,

aves, vacas, cerdos, ovejas, cabras, caballos y burros.
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FIG.2 (ID. DE SEC. N°:1)
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FIG.3 (ID. DE SEC. N°:2)
Fragmento de DNA que codifica la proteina de fusidén de
IgG M2 de conejo - péptido autoescindible F2A- bcl2 humano

FRT rpsL-neo FRT.
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DE SEC. N°:3)

rpsL-neo flanqueada con sitios FRT y FRTZ2.

1 CGTCCATTCC CAACACATGA ACAGCATCTC ACGCCACCTC TGTTGECOCTGC GAAGTTOCTR
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FIG

.5 (ID.
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AMGTRTCCAT
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CCAGGOTCAR
GCTTGCOGAR
TEEETETEEC
TTEECECECER
RGCGCATOGEC
TCCTATTCTC
GOCOGCOGTE

CCTATTCTCT
GTTAATETCA
ATATTTCTTG
RCGETTTTATT
TTRACCRGCT
TGEARGCATE
RACCGARCTC
CTTCCTACAT
GOGETOGTET
GCTOCGEOET
CTTARGEAGS
GETEEAGAGE
CETGTTOOGG
TECCCTEAAT
TCCTTGCGOR
CGRAAGTECCG
CATSGCTGAT
COARGOERAR
GEATGATCTE
GECGCGECATE
TATCATGETS
GGACCGLTAT
ATEGECTEAC
CTTCTATOGE
TAGARARGTAT
QCCCTOOTC

DE SEC.

ACTTAGTATA
GTTTCARARAC
ACRCCTTTTC
ACGTGTTTAC
GGETACGCARR
CCCECRAARRR
CCCECTEoGT
COGTEETEAR
TARAGRCCTC
TAMGLCCET
ACARATCATGA
CTATTCGECT
CTGTCAGOGED
GAARCTGCORGE
GCTETGOTEG
GGECAGEATC
GCAATGOGGEC
CATCGOATCG
GROGAAGAGC
CCCEACEECE
GARARATGGECC
CAGGACATAG
CGCTTCCTOG
CTTCTTGROG
AGGAACTTCC

N°:4)

GEAACTTCAT
GTCCACCCRT
GGECATCECCC
GARGCARANG
CCRCGTGCTC
CGETGEGCGETAT
ARRGTATGOC
GGETCACRRCC
COGGEGETETTC
ARGCAGECTC
TTGAACRRGH
ATEACTGGEC
AGGGECEOCC
ACGAGGCAGT
ACGTTETCRC
TCCTGTCATC
GOCTECATRC
AGCORGCACT
ATCAGGEGECT
ROGATCTCET
GCTTTTCTGEE
CETTGECTRC
TECTTTACGE
BRETTCTTCTG
CTGRGARGGAR

TACACCAGTG
CAGGCCTGET
TARAATTCGGE
CTARMACCTIG
GCARARGTTGC
GTACTOGTGET
GTGTTCETCT
TGCAGGRGCA
GTTACCACAC
GTTCCARGTA
TEGATTGECAC
ACRACAGACRH
GETTCTTTTT
GOGECTATOG
TGAAGCGGGA
TCACCTTGCT
GCTTEATCOS
TACTOGGATS
CEOGCCAGCT
CGTGACCCAT
ATTCATOGARD
CCGTGATATT
TATCGCOGCT
AGRARCTTCCT
TETOGEMGGEE

TCRETARGCE
GATGATGGCE
CGTCCTCATR
GAGCTATTTA
GARARGCAAC
ATATACTACC
GRCTARCGET -
CTCCETGATC
COTACGTGGT
TEECETGARG
GCAGETTCTC
RATOGGCTGCT
GTCRAGAOOG
TGECTGECOR
AGBEACTGGEC
COTGCOGAGR
GCTACCTGEC
GAAGCCGETC
GRACTGTTOS
GECGATECCT
TETGGCCGGT
GCTGRAGRET
COCGATTCRE
ATTCCEARGT
CAAGAGACAR

Fragmento de DNA que codifica la proteina de fusidén con
IgG M2 de conejo — péptido autoescindible F2A - bcl2 humano

con codones optimizados flangueada por sitios FRT y FRT2.
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GRATTOGNM
KBCAGRLTET
CORTOOUDCE
ACTACARGCT
ammma
erechacuss
CHRGUGRTGA,
ATCTGACCOC
ACGUTGIOMA
ARTCAGTGRA
ACCTRRALCS
AOCTRTANEG
TOCTRABCCT
BRASMASTTCC
o

TTCOTATTON GRANTTOCRR TICUCTACTT AGTATAGOAA CTTCASOTGR
GRATTTTEAC CUITODCARAT INCOOGUERGR TRIGSERSTUC ARCOCROORC
CUQOBEECRC ACTRECTATS ATRATOROON MATIGTCATE ARSTATRITC
CUCTCARAGR GORATROGADT OUGRTOLGLE GEALSTOROL GUaalrtong
GUOGGCCOCT GOCATCTITA GURGCCAGCC GUGCCACRCE COTCACROCS
GRATCOGETE GUACGERCOR GLUOTITCCA ARDTCOOSCE aooctrasas
TOOOOCOTIE TOCOLGETOC CODCTOMEET GUADCTONGS CIGOBEtRGEs
CTICRGCALS COCTRCAGRA, GRERUTTTOC CORBATOTOL Cuothuly
CTTCRCCETR COREDEAGHT TOOOCROOET COTUSRAGRR CTTITTOCaOS

SUATCIGCRT ACTICGATAT AGGACAROGE AGGRNIMIDGAT soorrTerre.
CODRTOANTS COOODDTDIET TESRCTTOARY CTEETTCTOD OTEARSATED
CHOTCTTRTE GOCACCTETAE TOACTRICH: CUCDIRTOrS m@ﬂm’f
TATTOOGAM: TTOCTATTOT OTRANARGITE ThOESRASTTS
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FIG.6 (ID. DE SEC. N°:5)
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FIG.7 (ID. DE SEC. N°:6)
Fragmento de DNA que codifica la proteina de fusidén con
IgG M2 de conejo - péptido autoescindible F2A - bcl2 humano

con codones optimizados.

aggtgaageagactitgaatitigscetbotioaagl LQUUQOUAgACTLgEagtocaaccoa
gggeccatggeaccacgeogggegeactggotatgataategegasattgtcatgaagtatat
teactacsagetototoasagaggatacgagtoguatgoguoogacgtoggcgoagetocac |
stggagotgegeogueoceactaggeatotitageagocagocggyccacacacocicacacogat
gectecagguatocgglggoacgsaccagocototyoaaactocogoogoocciggguctae
agogngteccgaottgtocooggigorecctgiggigeacotcacgolaogucaggouugcy
acgacttoageaggogotacagaagagactiigocgeaatgtoscygocagotocatetgacs
Locticacogoacgaggyaggttogocacagigutcgaagaactttbocgogacyatytyan
ctgaguocgeatogtigootttitigagt togggagagt tatgtocatguaatcagtgaace
gogaaalgagtoccttggtogacaacatagonctitggatgacagagtacetgaaccggoat
ctgoatactiggetacagaoacascggaggatgggatuctitigttgagotatacgaaacate
astgogocectightegachtoagoetugt tgtoortgaagargotoctgagectogot ok by
tgggoegeotgtatocactitggoegoctatotoggacatasatas
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FIG.8 (ID. DE SEC. N°:7)
Fragmento de DNA que codifica la proteina de fusidén con

IgM M2 de conejo - péptido autoescindible F2A - bcl2 humano.

aggtgaagcagacttigaatttigaccttctcaagttggogggagacgtagagtccaacooa
gggcccatggogeacgetgggagaacagggtacgataaccgggagatagtgatgaagtacat
ccattataagotgtogeagaggggotacgagtaggatgogggagatgtgggegeogogeeee
cgggagocgoccccgegongageatottotoctogoagooogggcacacgoccecatacage
geatccogggacceggtegecaggacctegoogetgcagaccocggoetgcocceggogocge
cgrggggectgegeteoageceggtgecacetgtggtccacctgacoctcogecaggooggeg
acgactictocegocgotacegeogogact togoegagatgtocaggeagetgecacetgacy
coctteacegogeggggacgotttgocacggtgghggaggaget et tcagggacggagtgaa
ctgggggaggatigtggocttoctttgagtteggtggagtocatgtgtgiggagagegt caace
gggagatgtogecectggtggacaacategocctgtggatgactgagtacoctgaaceggeac
ﬂEgﬁ@caﬁﬁt§§&t€$a§g&§&a§§§&§§$ngQ&t%@ﬁﬁ%t§§§§§&ﬁ§$ﬁ&tﬁg£§@ﬂﬁﬁ\

tgg§&§st&g;ata&&aatgggtgaat&&atgggaaawﬁﬁgtgﬁ

FIG.9 (ID. DE SEC. N°:8)
Fragmento de DNA que codifica la proteina de fusidén con
IgG M2 de conejo - péptido autoescindible F2A - bcl2 humano

con codones optimizados.

Aggtgasgtggatettotegtecstagtas geagotgasaceacaceatogetocogactacagg
&&w$%§&%%@§$ﬁ&@§§gg$“gt@&%&@&ﬁ@@ Ehguattitgacetigicaagttaogcoay
agacgtggagtocaacecagggoocatggeocacgocguaogoactggetatgataat ooy
&&ﬁ%w%&ﬁ&i%&&% tatattoactacasgeototoctcasagaggatacgagtaggatgeggoy
gacgteggegotgooccacotggagetgogooggoteosggoat L L agoagecagcogas
ccacacacotocacacogetgoctccagggatcoggtggcacggaceageoctotgeaaacts
cogecgococtggagctgcagogggt ocogecttatececagtgooocctgtogtycacete
@@%@%@QW&&&%%Q%@@@%%”%&@%%ﬁ%ﬁ&%ﬁ%é@%%@ﬁ&§ﬁ&g&§&ﬂﬁ§&g@ aaastate
cegocagoictatetgaccoecttcacogeacgagauaggt togeoacogtgotogaagaac
ttttcogogacggtytgasctogggeogoategttgectttittgagt togagasggttaty
tgcgtggaatcagtgaacogegaaatgagtocottggtogacaacatagototttggatyac
agagtacctgaaceoggeatoetgeatactiggatacaggacascygaguatgagatycttbtyg
ttgagotgtacggeceateaatgogoeoct tgttogacttoagetggt Lyt coctgaagneg
mnmﬁugagéﬁtagﬁtﬁﬁﬂgtgggﬁ@cctgnataaﬁﬁﬁtgggcg&at&ﬁctaggaaaaaaﬁﬁa
&
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FIG.10 (ID. DE SEC. N°:9)

Fragmento de DNA que codifica la proteina de fusidén con

IgM M2 de conejo - diana de escisidén de la furina - péptido

autoescindible F2A - bcl2 humano.

aggtgaagegageaasagegaceggtgaaacagact ttgaattttgacottetcaagttggey
ggagacgtogegtocascccaggucacatggegeacgetgugagaacaggatacgataacey
ggagatagtgatgaagtacatocattataagetgtogeagaggagetacgagtgggatgogy
grgatgtggaogecgogecoorgoggaaagecocogogecggysatettctect cgoagoon
gggoacacgootcatacagocguat corgggaceoggt cgotaggacetegoogotgoagas
ceoggetgecceggogoogoogoggggootgogetcagecsggtgocacctgtgatocace
tgacoctoogeoaggoogacgacgacttetecegeogetacogoegegact togeegagaty
tecaggeagotgoacetgacgeccttcacogogoguggacget ttgecacgatgstagagga
getotioagggacggeatguactgggggaggattgtggect toett tgagttogagtagagtca
tgtgtgtyggagagegtcaascogggagatgtogoeccetggtyyacaacatogooctgtggaty
actgagtacctgaaccggoacotgoacacotggatecaggataacygaggetgyggatgeot t
tgtggaactgtacgaccocageatgoggectotgtttgatttetoctggetgtetctgaaga
ctotgotoagtttggocotggtgggagettgeatcacootgggtgectatetggaocacaay
Lora

FIG 11 (ID. DE SEC. N°:10)

Fragmento de DNA que codifica la proteina de fusidén con

IgG M2 de conejo - diana de escisidén de la furina - péptido

autoescindible F2A - bcl2 humano con codones optimizados.

sggtgaaglggetottotogieogtggtooaocigasacacaccatogetcocgact acagy
2208 LGALoggICTIINTICCCOAGORRBTOHACOYYtgAsacagact ELgant T ELaaget
Lotoaagliguessegacgtegagt COaRoOINEUoCoalygCCoROICoLSgogcacty
gotatgataatogogaastigtostyasgtatattonubacaagototoicasagaguatac
geglgguatgogrgggucgtoguogetgoocoacotggagoigogecaguctocaggoabob
tagrageragongggecatacacctcacaccgetgectecagagatcogutggoacggacca
groctoetgrasactooogoggocortaggetgragrgeutocogoet tgh o occgatagoes
SotgtggtacactiaacpobgogucegaeggIcoEcgact LoRICASEOgCL acegasgags
ctitgecgaaatgtoosgoeagetoccaboigacococtieaccgeacpaganagotiogosa
ccgtggtogasgascttttorgegacggtgtgaactggggocgcatogttgoet tottbgay

- ttogggoggottatgtgogtggeatoagtgascogcgaastgagtcoct bggtegaceacat
agetotitggatgacagagtaccigaacoggratctgeatacttggatacaggacaacggag
ﬁ&%gﬁg&@g&%%%&ﬁ%ﬁﬁ%ﬁﬁtﬁ%&ﬁgg@@ﬁﬁ%@&ﬁ%g@@&%ﬁ&%t%t%&g%ﬁt&ﬁ&ﬁﬁigg
tigtecctgangacgotoctgagoctogotottgtgngegcctatatcactttgggogneta
Loboggnoetaantaa
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