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DESCRIPCION

Método para la produccion de anticuerpos en un animal inmunodeficiente en el que se han inyectado células madre
de higado fetal humano

La presente invencidon se refiere a métodos para la produccién de anticuerpos, a composiciones de células
productoras de anticuerpos, a métodos para su produccion y a usos de los mismos.

Antecedentes de la invencién

Desde hace mucho tiempo los anticuerpos monoclonales (MAbs) han sido considerado "balas magicas" en la
inmunoterapia del cancer, de la infeccion o de las enfermedad autoinmunoldgicas, etc. Sin embargo, la primera
generacion de anticuerpos murinos utilizada en el ser humano presentd relativamente poco éxito debido a las
respuestas inmunoldgicas humanas anti-ratén.

Los anticuerpos humanos se han derivado mayoritariamente de ratones transgénicos que alojan un conjunto limitado
de genes de Ig humana o de la seleccion de entre bibliotecas de gran tamafno de anticuerpos artificiales mediante
expresion fagica, expresion en levaduras o mediante tecnologias recombinantes similares. Estas estrategias se han
disefiado para eliminar cualquier reaccion inmunolégica contra el anticuerpo monoclonal en el fondo genético
humano. Pueden producirse anticuerpos humanos en animales transgénicos (por ejemplo ratones) que son capaces,
tras la inmunizacién, de producir anticuerpos humanos en ausencia de produccion enddégena de inmunoglobulinas.
La transferencia del conjunto de genes de inmunoglobulina de la linea germinal humana en dichos ratones
transgénicos de la linea germinal resulta en la producciéon de anticuerpos humanos tras el reto antigénico (ver, por
ejemplo, van Dijk M.A. y van de Winkel J.G., Curr. Opin. Chem. Biol. 5:368-374, 2001; Jakobovits A. et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 90:2551-2555, 1993; Jakobovits A. et al., Nature 362:255-258, 1993; Bruggemann M. et al.,
Year Immunol. 7 (1993) 33-40). También pueden producirse anticuerpos humanos en bibliotecas de expresion fagica
(Hoogenboom H.R. y Winter G., J. Mol. Biol. 227:381-388, 1992; Marks J.D. et al., J. Mol. Biol. 222:581-597, 1991).
Las técnicas de Cole et al. y de Boerner et al. también se encuentran disponibles para la preparacion de anticuerpos
monoclonales humanos (Cole et al., Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss, pagina 77, 1985; y
Boerner, P. et al., J. Immunol. 147:86-95, 1991). Sin embargo, dichos ratones transgénicos Gnicamente son capaces
de proporcionar anticuerpos con un conjunto limitado de genes de Ig humana, aquellos que resultan del conjunto
génico de inmunoglobulinas que se ha transfectado.

Las metodologias basadas en ratones transgénicos para genes de inmunoglobulina humanos han permitido generar
anticuerpos derivados de una secuencia de linea germinal humana, que se ha informa que han reducido la
inmunogenicidad de los farmacos de anticuerpos resultantes en comparaciéon con los anticuerpos murinos y
quiméricos de ratén-humanos. Sin embargo, los anticuerpos humanos derivados de ratones transgénicos presentan
una diversidad, afinidades y especificidades limitadas en comparacién con los repertorios inmunolégicos humanos
naturales.

La patente EP n°® 0322240 da a conocer la deteccion de IgG humanas en ratones SCID tras la inyeccion intravenosa
de células de higado fetal humano en ratones SCID, siendo de por lo menos aproximadamente 3 semanas de edad,
en los que se ha implantado timo y nédulo linfatico fetales humanos.

La patente EP n° 1645183 da a conocer un método para generar inmunoglobulinas especificas de antigeno
producidas por células B trasplantadas tras el trasplante de células hematopoyéticas humanas obtenidas de sangre
del cordon en ratones NOD/SCID/BM neonatos inmunodeficientes. Se generaron inmunoglobulinas humanas,
aunqgue a niveles diferentes en NOD/SCID/IL2rg-null y en NOD/IISCID/B2m™.

De manera similar, una desventaja importante de los enfoques de biblioteca combinatorial basada en la expresion
fagica o en levaduras es el apareamiento aleatorio de las cadenas pesadas y ligeras de anticuerpo. La disociacion
del apareamiento original entre cadenas pesadas y ligeras de anticuerpo, el apareamiento no afin, exige el cribado
de un gran numero de clones para identificar las parejas de cadena pesada y ligera de afinidad elevada. Ademas,
dichas parejas no afines pueden mostrar reactividad cruzada no deseada con autoantigenos humanos. Finalmente,
la diversidad genética de los anticuerpos especificos de diana identificados mediante seleccion y cribado de
bibliotecas combinatoriales comunmente se encuentra limitada a sesgos selectivos inherentes.

Traggai E. et al., Science 304:104-107, 2004, describen un método para el desarrollo de un sistema inmunolégico
humano en ratones Rag 2'/'yc'/' trasplantados con células sanguineas de cordén humano, que pueda utilizarse como
modelo preclinico para evaluar las respuestas a vacunas o patdgenos infecciosos vivos y a compuestos
farmacolégicos que presentan como diana el sistema inmunolégico humano. Se demostré que ratones reconstituidos
y posteriormente vacunados con patégenos podian producir respuestas de anticuerpos especificas de toxoide
tetanico a niveles bajos.
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Descripcién resumida de la invencién

La invencion comprende un método para la produccion de un anticuerpo monoclonal humano de un animal no
humano inmunodeficiente, comprendiendo dicho método poner en contacto un animal no humano inmunodeficiente
neonato con una célula madre de higado fetal humano (célula FL) para generar un animal no humano transplantado
inmune (animal reconstituido), poner en contacto posteriormente dicho animal reconstituido con un antigeno, recoger
a partir de dicho animal reconstituido células humanas productoras de anticuerpos humanos contra dicho antigeno, y
aislar dicho anticuerpo respecto de dichas células productoras de anticuerpos.

La invencion preferentemente comprende un método segun la invencioén, caracterizado por el establecimiento a
partir de dichas células productoras de anticuerpos, células inmortales productoras de anticuerpos, preferentemente
mediante un método de transformacioén o un método de fusién celular. Preferentemente, dichas células inmortales
son capaces de seguir siendo viables durante por lo menos 50 pases.

Preferentemente, dicho animal no humano es un roedor, y mas preferentemente es un raton, rata o conejo. Resulta
adicionalmente preferente que el raton sea un raton Ra%Z yc”, Rag 2" desnudo, NOD ("NOD" se refiere segun la
invencion preferentemente a NOD.Cg-Rag1™™°™ prf1™' dZ/SzJ ) 0 SCID beige, y la rata es una rata desnuda.

La invencion comprende un método segun la invencion, caracterizado porque dicha célula FL es una célula madre
hematopoyética de higado fetal humano (célula HFL), preferentemente CD133*, CD117", CD31" y/o CD34".

En una realizacién adicional, el método preferentemente se caracteriza porque dicha célula FL es una combinacion
de una célula HFL y una célula madre no hematopoyética de higado fetal humano.

La invencién comprende un método segun la invencion, caracterizado porque dichas células productoras de
anticuerpos son células B humanas.

La invencion comprende un método segun la invencién, caracterizado porque dichas células FL esta destinado a la
puesta en contacto de células inyectadas i.p., s.c. o intrahepaticamente en el animal.

La invencion comprende un método segun la invencion, caracterizado porque el antigeno es un polipéptido, un
complejo de MHC/péptido o ADN.

La invencion comprende un método segun la invencion, caracterizado porque el antigeno se pone en contacto con el
animal reconstituido a modo de antigeno, fragmento de antigeno, ADN codificante de antigeno y/o célula portadora
de antigeno.

La invencidon comprende un método segun la invencion, caracterizado porque el animal no humano inmunodeficiente
se irradia subletamente antes de ponerlo en contacto con las células FL.

La invencion comprende un método segun la invencion, caracterizado porque el ratén se pone en contacto en primer
lugar con el antigeno 5 a 18 semanas después de poner en contacto dicho raton con dichas células FL.

La invencién comprende un método segun la invencion, caracterizado porque el ratdon se pone en contacto hasta
diez veces con el antigeno.

La invencion comprende un método segun la invencion, caracterizado porque dichas células recogidas son células
CD19" 0 CD22" humanas.

La invencién comprende un método segun la invencion, caracterizado porque dicha célula se establece mediante
tecnologia del hibridoma. La invencion comprende un método segun la invencion, caracterizado porque la linea
celular de pareja de fusion es una linea celular MFP-2, HK-128, K6H6/B5 o Karpas 707. La invencién comprende un
método para la produccion de una pluralidad de células B humanas que producen una pluralidad completa de
anticuerpos humanos contra un antigeno, caracterizandose dicho método por la puesta en contacto de un animal no
humano inmunodeficiente neonato con células FT, generando un animal inmunorreconstituido, poniendo en contacto
seguidamente dicho animal reconstituido con un antigeno, recogiendo dichas células B humanas y produciendo
dicha pluralidad completa de anticuerpos.

La invencién comprende la utilizaciéon de un animal no humano para la produccion de células inmortales productoras
de antigenos segun la invencion. En el caso de que la célula inmortal sea una célula de hibridoma, uno de la pareja
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de fusién para la generacion de hibridoma es una célula B humana de dicho animal transplantado y reconstituido, y
el otro de la otra pareja de fusion es una célula de mieloma, por ejemplo de ser humano, de roedor o de otro animal.
Alternativamente, se generan células B inmortales transplantadas y reconstituidas mediante transformacion de EBV.

Basandose en la invencion resulta posible, por lo tanto, proporcionar una pluralidad de células B humanas que
producen una pluralidad completa de anticuerpos humanos contra una proteina humana.

Basandose en la invencion resulta posible, por lo tanto, proporcionar una composicién de células inmortales que
proporciona una pluralidad completa de anticuerpos humanos contra una proteina humana.

Basandose en la invencion resulta posible, por lo tanto, utilizar un animal reconstituido para la produccion de una
pluralidad de células B inmortales, produciendo una pluralidad completa de anticuerpos humanos contra una
proteina humana.

La invencion comprende un método para la generacion y produccion de un anticuerpo monoclonal humano en un
animal no humano, estando dirigido dicho anticuerpo contra una proteina humana (incluyendo fragmentos) que es
por lo menos 80% homdloga (BLAST) respecto a la proteina correspondiente de dicho animal no humano. Un
ejemplo de lo anterior es CXCR5. La CXCR5 humana y murina son homologas al 84%. Por lo tanto, la invencién
proporciona un método para generar anticuerpos humanos contra proteinas o regiones de proteinas altamente
conservadas, aunque la proteina o fragmento de la misma sea homdloga por lo menos al 95% o mas entre el ser
humano y dicho animal no humano, o incluso homologa al 100%.

Por lo tanto, un objetivo adicional de la invencion es un anticuerpo monoclonal humano especifico para una proteina
humana que presenta una homologia de por lo menos 95%, preferentemente 98%, e incluso 100% (BLAST)
respecto a la proteina correspondiente de un animal no humano, preferentemente el raton, la rata y/o el conejo. Un
objetivo preferente de la invencion es un anticuerpo monoclonal humano especifico para una proteina humana que
presenta una homologia de por lo menos 95%, mas preferentemente 98%, e incluso 100% (BLAST) respecto a la
proteina murina (de ratén) correspondiente.

La invencion comprende un método para la produccion recombinante de un anticuerpo, caracterizado por la puesta
en contacto de un animal no humano inmunodeficiente neonato con células FL, seguidamente poniendo en contacto
dicho animal no humano con un antigeno, recogiendo a partir de dicho animal no humano unas células humanas
que producen anticuerpos humanos contra dicho antigeno, y aislando dicho anticuerpo, secuenciando las regiones
variables, construyendo uno o mas vectores de expresion codificantes de por lo menos las CDRs de cadena pesada
y/o ligera, en combinacién con una cadena constante humana, expresando dicho vector o vectores en una o mas
células huésped apropiadas, y aislando dicho anticuerpo (proteina inmunorreactiva) a partir de dicha célula o células
huésped o sobrenadante de fermentacion.

La invencion comprende un método para la produccion recombinante de un anticuerpo, caracterizado por la puesta
en contacto de un animal no humano inmunodeficiente neonato con unas células FL, caracterizado por la puesta en
contacto de un animal no humano inmunodeficiente neonato con células FL, seguidamente poniendo en contacto
dicho animal no humano con un antigeno, recogiendo a partir de dicho animal no humano unas células humanas
que producen anticuerpos humanos contra dicho antigeno, y aislando ARNm de dichas células humanas
productoras de anticuerpos humanos, generando ADNc especifico de anticuerpo (por ejemplo mediante la utilizacion
de cebadores especificos de inmunoglobulina), construyendo uno o mas vectores de expresion codificantes de por lo
menos las CDRs de las cadenas pesada y/o ligera, en combinacién con una cadena constante humana que expresa
dicho vector o vectores en una o mas células huésped apropiadas, y aislando dicho anticuerpo (proteina
inmunorreactiva) de dicha célula o células huésped o sobrenadante de fermentacion.

Basandose en la invencion resulta posible, por lo tanto, seleccionar células inmortales productoras de anticuerpos
humanos que muestran unién especifica a un antigeno, estando caracterizado dicho método porque proporciona
una pluralidad de células B humanas procedentes del bazo de un animal no humano que producen una pluralidad
completa de anticuerpos humanos, fusionando dichas células o un subconjunto de las mismas con células de
mieloma inmortales, o inmortalizando dichas células B o subconjunto de las mismas mediante transformacion de
EBV, y seleccionando unas células de hibridoma productoras de un anticuerpo humano que muestra union
especifica a dicho antigeno.

Basandose en la invencion resulta posible, por lo tanto, seleccionar células inmortales productoras de un anticuerpo
que muestra una afinidad de unién especifica de por lo menos 10"® moles/I para un antigeno en una cantidad de por
lo menos 1,5 Pg/ml, estando caracterizado dicho método porque proporciona una pluralidad de células B humanas
procedentes del bazo de un animal no humano productoras de una pluralidad completa de anticuerpos humanos,
fusionando dichas células o un subconjunto de las mismas con células de mieloma inmortales, o inmortalizando
dichas células B o un subconjunto de las mismas mediante transformacion de EBV, y seleccionando una célula de
hibridoma productora de un anticuerpo que muestra una afinidad de unién especifica de por lo menos 10 moles/I
con un antigeno.
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Preferentemente, la cantidad de anticuerpo aislado es de por lo menos 1,5 Pg/ml.

Preferentemente, el anticuerpo muestra una afinidad de uniéon especifica de por lo menos 10 moles/l a dicho
antigeno.

Descripcion de la invencién

La expresién "pluralidad completa" referida a anticuerpos humanos o a genes de inmunoglobulina humanos se
refiere a anticuerpos o a genes de inmunoglobulina que comprenden o que codifican:

- cadenas kappa de por lo menos 20, preferentemente 31 a 33, genes kappa en 2p11 del cromosoma 2 (76 genes,
de los cuales 31 a 35 son funcionales),

- cadenas lambda de por lo menos 20, preferentemente de 29 a 33, genes lambda en la posicién 2211 del
cromosoma 22, y

- un gen J (existen 4 a 5 genes funcionales de cadena lambda, cada uno de los cuales se encuentra precedido por
un gen J de lambda), y

- cadenas pesadas de por lo menos 5, preferentemente 9, genes de cadena pesada en 14q32 del cromosoma 14 (11
genes de cadena pesada, 9 de los cuales son funcionales y corresponden, respectivamente, a 9 isotipos de cadena
pesada: P, 9, y1, y2, y3, v4, a1, a2 and ).

Por ejemplo, el antigeno puede ser una sustancia derivada de un ser humano, tal como una proteina, hormona,
glucolipido asociado a tumor (por ejemplo ver la patente US n° 5.091.178) u otra sustancia implicada en el
metabolismo humano natural. El antigeno también puede ser una sustancia derivada no humana que resulte
tolerada por un ser humano sano, de manera que dicho ser humano no desarrolle anticuerpos de modo detectable
contra dicho antigeno.

La expresién "proteina humana" (que incluye polipéptidos) se refiere a una proteina arbitraria de un ser humano que
resulta naturalmente tolerada o atacada en enfermedades autoinmunolégicas. La expresion "proteina humana"
también incluye segun los conocimientos del experto en la materia fragmentos de dicha proteina que son capaces
de inducir anticuerpos especificos para dicha proteina humana en el animal no humano que resultan adecuados
segun la invencién. Dichos fragmentos pueden incluirse, por ejemplo, en una proteina de mayor tamafo, por ejemplo
es bien conocido que pueden inducirse algunos anticuerpos contra proteinas humanas mediante inmunizacién con
una proteina homologa procedente de otra especie, tal como el raton. La proteina humana preferentemente es una
proteina humana tolerada.

La expresion "proteina humana tolerada" se refiere a una proteina de un ser humano que resulta naturalmente
tolerada y que no resulta atacada en enfermedades autoinmunoldgicas tales como el sindrome de Goodpasture, la
diabetes mellitus insulino-dependiente (IDDM), la anemia hemolitica inmunolégica, la purpura trombocitopénica
inmunolégica, la miastenia gravis (MG), la esclerosis multiple (MS), la artritis reumatoide, el lupus eritematoso
sistémico (SLE) o la tirotoxicosis (enfermedad de Graves).

Por ejemplo, la proteina humana puede ser una molécula transmembranal (por ejemplo un receptor) o ligando, tal
como un factor de crecimiento. Entre los antigenos ejemplares se incluyen moléculas tales como la renina, hormona
de crecimiento, factor liberador de hormona de crecimiento, hormona paratiroidea, hormona estimuladora de la
tiroides, lipoproteinas, antitripsina alfa-1, cadena A de la insulina, cadena B de la insulina, proinsulina, hormona
foliculo-estimulante, calcitonina, hormona luteinizante, glucagén, factores de coagulacion tales como el factor VIII, el
factor 1X, el factor tisular (TF) y el factor de von Willebrand, factores anticoagulacién tales como la proteina C, factor
natriurético atrial, surfactante pulmonar, un activador del plasminégeno tal como la uroquinasa o la orina humana o
el activador del plasminégeno de tipo tisular (t-PA), bombesina, trombina, factor de crecimiento hematopoyético,
factores alfa y beta de necrosis tumoral, encefalinasa, RANTES (regulada por activacién, normalmente expresada en
células T y secretada), proteina inflamatoria de macréfagos humanos (MIP-1-alfa), una albumina sérica tal como la
albumina sérica humana, sustancia inhibidora Muelleriana, cadena A de la relaxina, cadena B de la relaxina,
prorrelaxina, péptido asociado a gonadotropina de ratén, una proteina microbiana tal como la beta-lactamasa,
ADNasa, IgE, antigeno asociado a linfocitos T citotoxicos (CTLA) tal como CTLA-4, inhibina, activina, factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF), receptores de hormonas o de factores de crecimiento, proteina A o D,
factores reumatoides, un factor neurotréfico tal como el factor neurotréfico derivado 6seo (BDNF), neurotrofina-3, 4,
56 6 (NT-3, NT-4, NT-5 6 NT-6) o un factor de crecimiento nervioso tal como NGF-b, factor de crecimiento derivado
de plaquetas (PDGF), factor de crecimiento fibroblastico tal como aFGF y bFGF, factor de crecimiento epidérmico
(EGF), factor de crecimiento transformante (TGF) tal como TGF-alfa y TGF-beta, incluyendo TGF-b1, TGF-b2, TGF[
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b3, TGF-b4 6 TGF-b5, un factor de necrosis tumoral (TNF) tal como TNF-alfa o TNF-beta, factores | y Il de
crecimiento similar a insulina, proteinas ligantes de factor de crecimiento similar a insulina, proteinas CD tales como
CD3, CD4, CD8, CD19, CD20, CD22 y CD40, eritropoyetina, factores osteoinductores, inmunotoxinas, una proteina
morfogenética 6sea (BMP), un interferon tal como interferén-alfa, beta y gamma, factores estimuladores de colonias
(CSFs), por ejemplo M-CSF, GM-CSF y G-CSF, interleuquinas (ILs), por ejemplo IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7,
IL-8, IL-9 e IL-10, superoxido dismutasa, receptores de células T, proteinas de superficie membranal, factor
acelerador de la degradacion, antigenos viricos tales como, por ejemplo, una parte de la cubierta del virus del SIDA,
proteinas de transporte, receptores de localizacion, adresinas, proteinas reguladoras, integrinas tales como CD11a,
CD11b, CD11c, CD18 e ICAM, VLA-4 y VCAM, un antigeno asociado a tumor tal como el receptor HER2, HER3 6
HER4, y fragmentos de cualquiera de las proteinas anteriormente indicadas. Son proteinas humanas adicionales
miembros de la familia del receptor ErbB, tales como el receptor de EGF, el receptor HER2, HER3 6 HER4, un
miembro de la superfamilia del receptor de necrosis tumoral, incluyendo DRS5, el antigeno de células madre
prostaticas (PSCA), moléculas de adhesion celular tales como LFA-1, Mac1, p150.95, VLA-4, ICAM-1, VCAM,
integrina alfad/beta7 e integrina alfav/beta3, incluyendo subunidades alfa o beta de las mismas (por ejemplo los
anticuerpos anti-CD11a, anti-CD18 ¢ anti-CD11b), factor tisular (TF), interferén alfa (IFN-alfa), una interleuquina, tal
como IL-8, IgE, antigenos de grupo sanguineo, receptor flk2/flt3, receptor de obesidad (OB) o receptor mp1.

La expresion "célula inmortal" se refiere a una célula de hibridoma o a una célula inmortalizada por otro medio, tal
como la transformacion de EBV, la sustitucion de telomerasas o la inmortalizacion mediante retrovirus.

El término animal tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a un animal no humano, preferentemente un
roedor, y resulta especialmente preferente un ratén o una rata.

Preferentemente, dicho animal no humano es un roedor, y mas preferentemente es un ratén, rata o conejo. Resulta
adicionalmente preferente que el ratéon sea un ratén RagZ'/'yc'/', Rag 2" desnudo, NOD o SCID beige y la rata es
una rata desnuda.

El raton SCID beige es un ratéon doble mutante que porta la mutacion scid que causa una falta de linfocitos tanto T
como B debido a un defecto en la recombinacion V(D)J. También porta la mutacién beige, que resulta en defectos
en las células T citotéxicas y en macréfagos, asi como en la alteracion selectiva de las funciones de las células NK.
Los ratones SCID beige son potencialmente un modelo mejorado de receptores de células hematopoyéticas
humanas.

Los ratones NOD preferentes son NOD.Cg-Rag1tm1MomPrf1tm1SdzISzJ,NOD.Cg-Prkdcscidll2rgtm1Wijl/SzJ,
NOD.129S7 (B6)-Rag1tm1Mom/J, NOD.Cg-PrkdcscidB2mtm1Uncld y NOD.CB17-Prkdcscid/SzJ. Todas las cepas
carecen de células T y B maduras y no presentan actividad citotéxica NK detectable. Las cepas permiten una
injertacion mejorada con células hematopoyéticas humanas, presentan una vida mas prolongada y son
significativamente mas resistentes a la irradiacion.

Rag? resulta esencial para las reorganizaciones del gen V(D)J que generan receptores de antigeno funcionales en
las células T y B; los mutantes RagZ"' homocigoéticos no presentan células T y B funcionales maduras. El raton KO
gamma (yc) comun no presenta receptores funcionales para muchas citoquinas, incluyendo IL-2, IL-4, IL-7, IL-9 e IL|
15. En consecuencia, el desarrollo de los linfocitos se ve muy comprometido. El ratén no presenta células asesinas
naturales (NK) y produce sélo un nimero reducido de células T y B.

La expresién "anticuerpo humano", tal como se utiliza en la presente memoria, incluye anticuerpos que presentan
regiones (dominios) variables y constantes que pueden asignarse a secuencias definidas de inmunoglobulina de
linea germinal humana debido a su elevada similitud o identidad de secuencias con dichas secuencias de linea
germinal. Un anticuerpo humano comprende las diversas formas de anticuerpos, preferentemente anticuerpos
monoclonales, incluyendo, aunque sin limitacion, anticuerpos completos, cadenas pesadas o ligeras individuales,
fragmentos de anticuerpo, anticuerpos de clase alterada y anticuerpos genéticamente modificados (anticuerpos
variantes o mutantes), con la condiciéon de que se conserven las propiedades caracteristicas segun la invencion.
Resultan especialmente preferentes los anticuerpos humanos recombinantes. La expresion "anticuerpo monoclonal”
tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a una preparacion de moléculas de anticuerpo en la que todas
presentan sustancialmente la misma secuencia de aminoacidos.

La expresion "anticuerpo humano recombinante”, tal como se utiliza en la presente memoria, pretende incluir todos
los anticuerpos humanos que se preparan, se expresan, se crean o se aislan por medios recombinantes, tales como
anticuerpos aislados a partir de una célula huésped, tales como las células NSO, HEK293 6 CHO que comprenden
un vector de expresion recombinante capaz de expresar una o mas cadenas pesadas y/o ligeras de dicho
anticuierpo y transfectandolas en dicha célula huésped. Dichos anticuerpos recombinantes humanos presentan
regiones variables y constantes en una forma reorganizada. Los anticuerpos humanos recombinantes segun la
invencién se han sometido a hipermutacion somatica in vivo. De esta manera, las secuencias de aminoacidos de las
regiones Vy y Vi de los anticuerpos recombinantes son secuencias que pueden asignarse a secuencias definidas de
la secuencia de linea germinal humana de V4 y V|, aunque pueden no existir naturalmente en el repertorio in vivo de
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anticuerpos de la linea germinal humana.

La expresion “region variable” (regién variable de una cadena ligera (V.), regidon variable de una cadena pesada
(Vw)) tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a cada una de las cadenas de la pareja de cadenas ligera
y pesada que se encuentra implicada directamente en la unién del anticuerpo a un antigeno. Los dominios de las
cadenas variables ligeras y pesada humanas presentan la misma estructura general y cada dominio comprende
cuatro regiones marco (FR) cuyas secuencias se encuentran ampliamente conservadas y conectadas por tres
“regiones hipervariables” (o regiones determinantes de complementariedad, CDRs). Las regiones de marco adoptan
una conformacion de hoja B y las CDRs pueden formar bucles conectando la estructura de hoja . Las CDRs en
cada cadena son mantenidas en su estructura tridimensional por las regiones de marco y forman conjuntamente con
las CDRs de la otra cadena el sitio de unién de antigeno. Las regiones CDR3 de las cadenas pesada vy ligera de
anticuerpo, preferentemente la CDR3 de cadena pesada, desempefian un papel particularmente importante en la
especificidad/afinidad de unién de los anticuerpos segun la invencién y, por lo tanto, proporcionan un objetivo
adicional de la invencion.

Las expresiones "region hipervariable" o "parte ligante de antigeno de un anticuerpo" tal como se utilizan en la
presente memoria se refieren a los residuos aminoacidos de un anticuerpo que son responsables de la unién a
antigeno. La regidon hipervariable comprende residuos aminoacidos de las ‘regiones determinantes de
complementariedad” o “CDRs”. Las regiones “de marco” o “FR” son aquellas regiones de dominio variable diferentes
de los residuos de la regiodn hipervariable tal como se definen en la presente memoria. Por lo tanto, las cadenas
ligeras y pesadas de un anticuerpo comprenden, de extremo N-terminal a extremo C-terminal, los dominios FR1,
CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3 y FR4. Las regiones CDR y FR se determinan segun la definicion estandar de Kabat
et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5a edicion, Public Health Service, National Institutes of
Health, Bethesda, MD, 1991.

Los "dominios constantes" no se encuentran implicados directamente en la uniéon de un anticuerpo a un antigeno,
aunque muestran diversas funciones efectoras. Dependiendo de la secuencia de aminoacidos de la regiéon constante
de sus cadenas pesadas, los anticuerpos o inmunoglobulinas se dividen en las clases: IgA, IgD, IgE, IgG e IgM, y
algunas de ellas pueden dividirse adicionalmente en subclases (isotipos), por ejemplo IgG1, 1IgG2, IgG3 e 1gG4, IgA1
e IgA2. Las regiones constantes de cadena pesada que corresponden a las diferentes clases de inmunoglobulinas
se denominan P, 9, y, a y g, respectivamente. Los ejemplos y figuras siguientes se proporcionan con el fin de ayudar
a la comprension de la presente invencion, el alcance real de la cual se proporciona en las reivindicaciones adjuntas.

El aislamiento del anticuerpo a partir de la célula productora de anticuerpos, ascites y/o del sobrenadante puede
llevarse a cabo segun los métodos conocidos del estado de la técnica, tales como la cromatografia o la dialisis. Por
ejemplo, el anticuerpo puede purificarse utilizando uno o mas de los métodos seleccionados de entre purificacion por
inmunoafinidad, precipitacién con sulfato amoénico, purificacién con proteina A/G, cromatografia de intercambio
i6nico, filtracion en gel y/o precipitacion con sulfato amoénico. Dichos métodos se describen en Nau D.R.,
Optimization of monoclonal antibody purification, en: Techniques in Protein Chemistry, Hugli, T. (ed.), Academic
Press, New York, 1989, paginas 339 a 347; Coligan J.E. et al. (editores), Current Protocols in Immunology, John
Wiley & Sons, Inc., 2005.

En lugar de la generacion de hibridoma, pueden utilizarse métodos alternativos para la produccién de un anticuerpo
segun la invencién. Dichos métodos se basan, por ejemplo, en la identificacién de la secuencia de acidos nucleicos
del anticuerpo. Habitualmente resulta suficiente identificar la secuencia de las regiones variables, las regiones CDR
o incluso Unicamente la region CDR3 de cadena pesada. Preferentemente, se aisla ARNm de un grupo de células
productoras de anticuerpos y se utiliza para construir un banco de ADNc codificante de dicha region o regiones en
un vector de expresion apropiado. La biblioteca de ADNc se transfecta en las células huésped, tales como NSO o
CHO y se criba para la produccién de anticuerpos especificos y se identifican clones especificos y se aislan y se
utilizan para la produccion de anticuerpos sin generacion de hibridoma.

Las células FL son células madre que son capaces de desarrollarse en diversos tipos celulares sanguineos, por
ejemplo células B, células T, granulocitos, plaquetas y eritrocitos. Las células madre hematopoyéticas de higado
fetal humano comunmente expresan el antigeno o antigenos de superficie CD31, CD34, CD117 (c-kit) y/o CD133.
Segun la invencién preferentemente se utiliza una célula FL que expresa CD133. Como célula FL también puede
utilizarse una célula precursora (es decir, una célula madre embrionaria) que se desarrolle tras el tratamiento con
citoquinas para formar una célula FL.

Las células FL que expresan CD133 pueden aislarse a partir del higado fetal humano y se separan adicionalmente
segun el linaje CD133, preferentemente mediante un procedimiento de separaciéon inmunomagnética, por ejemplo el
"MACS® separation system" de Miltenyi. Otro método preferente para aislar células FL incluye las etapas adicionales
de marcar los monocitos con un anticuerpo de CD133 conjugado con biotina y recuperar una poblacién de células
madre positiva para CD133.

Los ratones que portan una mutacién null de la cadena gamma comun (yc) de receptores de citoquinas en el
7
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cromosoma X han sido descritos por DiSanto J.P. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92:377-381, 1995. Las hembras
yc'/' pueden cruzarse con machos homocigoéticos para una mutacion que interrumpe el gen RAG2 (Shinkai Y. et al.,
Cell 68:855-867, 1992). Los machos F1 heterocigéticos Para la delecion de RAG2 y hemicigoéticos para la delecion
de yc pueden retrocruzarse en hembras \(C”'-RAGZ++ El genotipo RAG2 de la progenie resultante puede
determinarse mediante PCR de cola de ADN (Horton R.M. et al., BioTechniques 19:690-691, 1995). Se crian
heterocigotos RAG2 para producir los ratones macho yc'/'RAGZ'/' y yc'/yRAGZ'/' (yc /RAGZ). Estos ratones presentan
un fondo mixto de 129 Ola, Balb/c y C57BL/6.

La inmunorreconstitucién segun la invencion se realiza mediante trasplante de cantidades apropiadas de células FL
humanas en el higado de animales inmunodeficientes neonatos y pre-irradiados, por ejemplo ratones o ratas.

Los anticuerpos monoclonales humanos segun la invencion pueden producirse mediante la inmunizacion de un
animal no humano inmunorreconstituido segun la invencion, preferentemente un roedor inmunorreconstituido, mas
preferentemente una rata o ratdén inmunorreconstituido, con una preparacion purificada o enriquecida del antigeno,
acido nucleico codificante de dicho antigeno y/o células que expresan dicho antigeno. A continuacion, se obtienen
células B (por ejemplo células B esplénicas) y se fusionan con una pareja de fusién humana apropiada, tal como una
célula de mieloma, formando células de hibridoma inmortales que secretan anticuerpos monoclonales humanos
contra el antigeno mediante la fusién con una pareja de fusién humana apropiada, tal como una célula de mieloma,
o0 mediante inmortalizacion de dichas células con, por ejemplo, EBV. Por ejemplo, opcionalmente se conjugan
antigenos solubles o fragmentos de los mismos, con otras moléculas, y se utilizan como inmunégenos para generar
anticuerpos. Para moléculas transmembranales, tales como receptores, pueden utilizarse fragmentos de ellas (por
ejemplo el dominio extracelular de un receptor) como el inmundgeno. Alternativamente, pueden utilizarse células que
expresan la molécula transmembranal como el inmundégeno. Dichas células pueden derivarse de una fuente natural
(por ejemplo de lineas de células cancerosas) o pueden ser células que han sido transformadas mediante técnicas
recombinantes para expresar la molécula transmembranal. Otros antigenos y formas de los mismos que resulten
utiles para preparar anticuerpos resultaran evidentes para el experto en la materia.

Preferentemente, el animal no humano inmunorreconstituido presentara entre 6 y 16 semanas de edad en la primera
inmunizacion. Por ejemplo, puede utilizarse una preparacion purificada o enriquecida de ADN codificante del
antigeno de interés (por ejemplo antigeno CD20 6 HER3) para inmunizar el animal no humano inmunorreconstituido
segun la invencion intramuscularmente. Puede realizarse un seguimiento de la respuesta inmunolégica durante el
curso del protocolo de inmunizacién, obteniendo muestras de plasma mediante sangrados retroorbitales. El plasma
puede cribarse mediante ELISA y puede utilizarse plasma no humano inmunorreconstituido con suficientes titulos de
anticuerpos contra dicho antigeno para la inmortalizacién de las células B correspondientes. Los ratones pueden
recibir un refuerzo intravenoso con el antigeno de interés antes del sacrificio y extirpacion del bazo y nédulos
linfaticos y sangre periférica. Se encontré que podia resulta necesario llevar a cabo 2 a 3 fusiones para cada
antigeno. Se inmunizaron varios ratones para cada antigeno.

Los linfocitos de raton pueden aislarse y fusionarse con una célula de mieloma humana o de heteromieloma
utilizando PEG o electrofusion basada en protocolos estandares para la generacion de hibridomas. La electrofusion
se basa en un cambio estructural reversible de las membranas celulares, causado por los efectos de un campo
eléctrico y aplicable a un amplio espectro de células, para la fusién de dos o mas células del mismo origen o de
origenes diferentes, incluyendo sus estructuras completas (nucleo, membranas, organulos, plasma celular), con el
fin de crear una nueva célula viable.

Los hibridomas resultantes seguidamente se cribaron para la produccion de anticuerpos especificos de antigeno.
Por ejemplo, se fusionan suspensiones de células individuales de linfocitos esplénicos y derivados de ndédulo
linfatico procedentes de ratones inmunizados con células de heteromieloma no secretoras de la linea K6H6/B5
(ATCC n° CRL 1823). Se sembraron aproximadamente 2x10° células en cada placa de microtitulaciéon de fondo
plano, seguido de una incubacién de aproximadamente dos semanas en medio selectivo.

A continuacién, se cribaron los pocillos individuales mediante ELISA para anticuerpos monoclonales humanos contra
el antigeno (por ejemplo IgG). Tras producirse el crecimiento extensivo del hibridoma, se analiza el medio,
habitualmente tras 10 a 14 dias. Se sembraron en placa nuevamente los hibridomas secretores de anticuerpos, se
cribaron nuevamente, y en el caso de que todavia fuesen positivos para anticuerpos monoclonales humanos contra
el antigeno, podian subclonarse por lo menos dos veces mediante dilucién limitante. Seguidamente se cultivaron in
vitro los subclones estables para producir anticuerpos en medio de cultivo de tejidos, para su caracterizacion.

El antigeno puede introducirse en el animal mediante cualquier medio adecuado. Preferentemente, el animal se
inmuniza por via intraesplénica, intravenosa, intraperitoneal, intradérmica, intramuscular, subcutanea sola o en
combinacién con agentes inmunomoduladores apropiados (por ejemplo CFA). La dosis de cada antigeno
preferentemente deberia encontrarse comprendida en el intervalo de entre 1 y 500 pg.
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Preferentemente, el método de la invencién comprende la etapa adicional de proporcionar al animal una dosis de
refuerzo de antigeno de entre 1 y 500 pg, 7 a 28 dias después de la ultima inyeccién. Preferentemente los animales
reciben un refuerzo 1 a 5 veces. La inmunizacion del animal puede llevarse a cabo con o sin portadores
farmacéuticos. Son portadores adecuados, por ejemplo, IFA, A13(OH)4 y Abisco

Ademas, dichos portadores pueden funcionar como agentes inmunoestimuladores ("adyuvantes"). La inmunizaciéon
del animal puede llevarse a cabo con o sin adyuvantes, ademas de los portadores farmacéuticos.

Entre los adyuvantes preferentes para incrementar la efectividad de la composicion se incluyen, aunque sin
limitacion, por ejemplo, CFA, IFA, A13(OH)4 y Abisco.

Entre las células productoras de anticuerpos preferentes para la utilizacion en la invencién se incluyen las células B.
Estas células productoras de anticuerpos para la utilizacién en la invenciéon pueden recuperarse mediante la
extraccidon de cualquier componente celular adecuado del sistema inmunolégico del animal. Preferentemente se
recuperan células productoras de anticiuerpos del animal mediante extraccion del bazo, nédulos linfaticos, sangre
periférica o médula 6sea, o partes de los mismos.

Descripcion de las figuras

Fig. 1 Analisis mediante citometria de flujo de sangre periférica procedente de ratones reconstituidos 15 semanas
después de la injertacidon. Injertacion de células hematopoyéticas humanas. Los histogramas muestran la
superposicion de células sanguineas periféricas seleccionadas procedentes de tres animales representativos 15
semanas después de la reconstitucion, tefiidas con mAb anti-CD45 humano-FITC (area sombreada) o con tincion de
fondo del mismo animal con mAb irrelevante de control de isotipo correspondiente (linea oscura) que se utilizé como
histograma del denominador para generar estadisticos de histogramas superpuestos. Los estadisticos representan
el numero y porcentaje de sucesos en secciones designadas (M1, M2) en comparacién con el numero total de
sucesos dentro de la clase. Se muestran las intensidades fluorescentes medias.

A:

Histograma del numerador

Archivo: Probe.002

Parametro X: Anti-hu-CD45-FITC

Denominator Histogram

Archivo: Probe.001

Parametro X: Anti-hu-CD45-FITC

Marcador Sucesos % seleccionado
Todos 18110 108,79
M1 16705 100,35
M2 860 5,17
B:
Histograma del numerador
Archivo: Probe.004
Parametro X: Anti-hu-CD45-FITC
Histograma del denominador
Archivo: Probe.003
Parametro X: Anti-hu-CD45-FITC
Marcador Sucesos % seleccionado
Todos 14622 231,91
M1 11833 187,68
M2 2136 33,88

C:

Histograma del numerador
Archivo: Probe.006

Parametro X: Anti-hu-CD45-FITC
Histograma del denominador
Archivo: Probe.005

Parametro X: Anti-hu-CD45-FITC
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Marcador Sucesos % seleccionado
Todos 4181 95,59
M1 2992 68,40
M2 844 19,30

Figura 2 Examen de la capacidad de produccién de anticuerpos humanos en los ratones reconstituidos.

Figura 3 Analisis de citometria de flujo de anticuerpos especificos de antigenos humanos en sangre periférica de
ratones reconstituidos 7 semanas después de la inmunizacién. Se muestra la proporciéon (%) de células positivas
para antigeno tefiidas con diferentes diluciones de suero (1/20 (C) y 1/150 (D)) de un ratén reconstituido e
inmunizado en comparacion con suero normal de raton de control (NMS) como control negativo (segundo
histograma (B)) o respecto a anticuerpos especificos de antigeno como control positivo (histograma superior (A)).
Los estadisticos representan el nimero y porcentaje de sucesos en secciones designadas (los marcadores de M2 y
M1 muestran células tefiidas positiva o negativamente para el antigeno, respectivamente) en comparaciéon con el

numero total de la clase. Se muestran las intensidades fluorescentes medias.

A: Control positivo

Histograma del numerador
Numero total de sucesos: 6764
Histograma del denominador
Numero total de sucesos: 7072

Marcador % del total % seleccionado
Todos 95,54 95,05
M1 2,02 2,01
M2 93,55 93,07
B: NMS de control negativo
Histograma del numerador
Numero total de sucesos: 7.093
Histograma del denominador
Nudmero total de sucesos: 7.072
Marcador % % del total
seleccionado
Todos 100,38 99,87
M1 99,33 98,83
M2 1,08 1,07

C: Suero de ratén 1 (1/20) frente a
NMS

Histograma del numerador

Numero total de sucesos: 15.544
Histograma del denominador

Numero total de sucesos: 7.093

Marcador

% seleccionado % del total

Todos

M1
M2

D: Suero de raton 1 (1/150) frente a
NMS

Histograma del numerador

Numero total de sucesos: 7.102
Histograma del denominador

Numero total de sucesos: 7.093

160,13

125,33
34,84

159,45

124,80
34,70
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Marcador % seleccionado % del total

Todos 100,03 99,61
M1 92,18 91,79
M2 7,86 7,82

Figura 4 Examen de la capacidad de produccion de anticuerpos de CXCR5 humanos en los ratones reconstituidos.
Figura 5 Examen de la capacidad de producciéon de anticuerpos especificos de CXCR5 humanos en los ratones
reconstituidos después de la tercera inmunizacion.

Ejemplos

Materiales y métodos

e
Ratones: Se criaron ratones Rag2 yc en un fondo de BALB/c y se mantuvieron bajo condiciones libres de
patégenos especificas de acuerdo con las directrices de ICH, AAALAC vy la directiva EU sobre proteccion de los
animales, 86/609.

Ensayo de repoblacion de neonatos: El dia del nacimiento, se irradiaron ratones neonatos en un intervalo de 3 a 4
horas con 2x2 Gy de una fuente de Cesio 137 (Biobeam 8000, STS GmbH, Braunschweig, Alemania) a razén de 2
Gy/minuto, una dosis que se habia titulado como subletal. Transcurridas 4 a 12 horas de la irradiacion, los ratones
recibieron transplantes de, por ejemplo, células FL CD133" solas o en combinacién con células hepaticas CD133 no
hematopoyéticas en 25 pl de PBS o en combinacién con factores de crecimiento en el higado (i.h.) utilizando una
aguja de calibre 30 (Hamilton Bonaduz AG, Bonaduz, Suiza). Los neonatos en todos los casos recibieron células
procedentes de donantes individuales. Los ratones se destetaron a las 3 semanas de edad. Andlisis de los ratones:
para obtener células de sangre periférica y plasma, los ratones se sangraron por el seno venoso retroorbital bajo
anestesia con éter.

Analisis de citometria de flujo y separacion celular. Para el analisis de FACS vy la separacion celular, se utilizaron
anticuerpos monoclonales, biotinilados o conjugados con FITC, PE o APC contra los antigenos siguientes: CD3
(UCHT1), CD4 (13B8.2), CD8(B9.11), CD40 (MAB89), CD80 (MAB104), CD83 (HB15a), CD86 (HA5.2B7) (todos de
Imunotech/Beckman Coulter, Marseille, Francia), CD19 (HIB19), CD20 (2H7), CD34(581), IL-3Ra/CD123 (9F5),
CD11c (B-ly6) CD14 (M5E2) (todos de BD Pharmingen, SanDiego, CA), CD45 (HI30), CD45RA (MEM56), HLA-DR
(TU36) (todos de Caltag, Burlingame, CA), TLR2 (TL2.1), TLRR4 (HTA125), TCRab (IP26), (todos de Bioscience,
San Diego, CA), BDCA-1, BDCA-2, BDCA-4, CD25 (4E3) (todos de Miltenyi Biotec), IgM (Jackson Immunoresearch,
West Grove, PA), CCR7 (3D12, proporcionado por M. Lipp, Berlin, Alemania). Se utilizé el I0Test Beta Mark para el
analisis de VB (Immunotech/Beckman Coulter). Se utilizé FITC conjugada con estreptavidina, PE o APC (todos de
BD Pharmingen) para la visualizacion de los anticuerpos biotinilados. Se excluyeron las células muertas mediante
tinciéon con yoduro de propidio. Se utilizaron mAbs irrelevantes de control de isotipo correspondiente para determinar
el nivel de la tinciéon de fondo. Las células se analizaron utilizando un FACScalibur y se separaron utilizando un
FACSVantage SE (Becton Dickinson Immunocytometry Systems, Mountain View, CA).

Células de higado fetal. Fuentes de células de higado fetal: Cambrex Corp. USA y StemCell Technologies Corp.
USA.

Ejemplo 1

Procedimiento de inmunizacién de ratones reconstituidos

Se inmunizaron tres ratones RagZ'/'yc'/' (3 hembras) con 100 pg de plasmido de ADN codificante de la proteina
HER3 humana. En total hasta se proporcionaron seis inmunizacién por via intramuscular (i.m.). Tras observar que
los titulos séricos de anti-HERS3 eran suficientes, los ratones recibieron un refuerzo adicional en tres ocasiones con
30 pg de proteina HERS3 purificada en 100 pl de PBS por via intravenosa (i.v.) 3, 2 y 1 dia antes de la fusion.

Ejemplo 2
Analisis de citometria de flujo de sangre periférica procedente de ratones reconstituidos 15 semanas después de la

injertacion.

Los ratones se anestesiaron con isoflurano y después se recogié sangre periférica del plexo venoso orbital para
medir la proporcioén positiva de hemocitos humanos mediante la utilizacion de citometria de flujo. La sangre recogida
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se mezclo bien instantaneamente con EDTA-2Na y se mantuvo a temperatura ambiente hasta el analisis. Se afiadid
una cantidad 6ptima de anticuerpos anti-CD45 humano conjugados con FITC y se hicieron reaccionar con 50 pi de
sangre completa a temperatura ambiente durante 20 minutos. A continuacién, se llevé a cabo la hemolisis y la
inmovilizacion utilizando solucion de FACS y se midi6 la proporcion utilizando un FACScalibur. La fig. 1 muestra la
proporcion (%) de células humanas positivas para CD45 en sangre periférica de los tres ratones sometidos a
ensayo.

Ejemplo 3

Examen de la capacidad de produccion de anticuerpos humanos de HERS3 en los ratones reconstituidos.

Se midié6 mediante ELISA la cantidad de IgG humana total en sangre periférica de ratones reconstituidos. Se
recubriéo una placa de 96 pocillos MaxiSorb (NUNC) con suero de ratén diluido y se incubd durante 1 hora a
temperatura ambiente. Tras el bloqueo con solucién de proteina C al 2% durante 1 hora a temperatura ambiente, se
llevd a cabo un lavado y después se afiadieron anticuerpos monoclonales anti-lgG humana conjugados con
peroxidasa. Tras una incubacién de 45 minutos a temperatura ambiente, se llevé a cabo un lavado y se afiadio
solucion de sustrato ABTS en una reaccién de 10 minutos a temperatura ambiente. A continuacion, la absorbancia
se midié a 405 nm (fig. 2). Se calculé la concentracion de IgG de acuerdo con la curva estandar.

Ejemplo 4

Analisis de citometria de flujo de anticuerpos humanos de HERS3 en sangre periférica de ratones reconstituidos 7
semanas después de la inmunizacion.

Transcurridas 17 semanas de la reconstitucion, los ratones fueron inmunizados con proteina humana de interés. La
inmunizacion se llevé a cabo por via intramuscular con 25 a 100 pg/ratén de ADN codificante de una proteina
humana de interés conjuntamente con coéctel de citoquinas como adyuvante para potenciar la respuesta
inmunoldgica. Se llevé a cabo la misma inmunizacion cada cuatro semanas y se extrajo suero para medir los
anticuerpos especificos de proteina humana mediante FACS. Brevemente, se afadié antisuero diluido a las células
que expresaban proteina humana y se incubaron durante 20 minutos a temperatura ambiente. Tras el lavado, se
afadié una cantidad 6ptima de anticuerpos antihumanos conjugados con FITC y se hicieron reaccionar con células
durante 20 minutos adicionales a temperatura ambiente. A continuacién, se midié la proporcién positiva de células
que expresaban proteina humana tefiidas utilizando el FACScalibur. La fig. 3 muestra la proporcion (%) de células
positivas para proteina humana tefiidas con diferentes diluciones séricas (1/20 y 1/150) de ratones reconstituidos e
inmunizados en comparacion con suero de ratén normal (NMS) como control negativo, o con anticuerpos purificados
especificos de proteina humana como control positivo.

Ejemplo 5

Seleccion positiva de células CD19" utilizando Dynabeads.®

Se aislaron directamente células B CD19" a partir de sangre periférica o de suspensiones de esplenocitos siguiendo
protocolos estandares de Dynal para Dynabeads® CD 19 (Pan B) (numero de producto 111.03/111.04) y
DETACHaBEAD® CD19 (n° de prod. 125.06):

- Adicion de 25 pl de Dynabeads® a, por ejemplo, 2,5x10’ células preparadas

- Incubacion durante 20 minutos a una temperatura de entre 2°C y 8°C bajo balanceo y rotacién suaves

- Introduccion del tubo en un iman durante 2 minutos.

- Descartado del sobrenadante y lavado suave de las células unidas a perlas 4 veces, utilizando el
procedimiento siguiente:

- Adicion de 1 ml de tampdn 1 por cada 1x10’ Dynabeads®

- Introduccién del tubo en el iman durante 1 minuto y descartado del sobrenadante

- Resuspension de las células en tampdn/medio para la aplicacién posterior

Ejemplo 6

Electrofusién para la generacion de hibridoma

Se realizd un recuento de las células CD19" aisladas y se fusionaron utilizando protocolos de electrofusion
(Eppendorf applications for Electrofusion No.58).

- Recoleccion tanto de células CD19+ aisladas como de parejas de fusion, por ejemplo K6H6/B5, mediante
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centrifugacion (200xg, 10 minutos a temperatura ambiente),

- Resuspension de pellets en medio de crecimiento y determinacion del nimero de células,

- Fijacién del numero de células de cada pareja de fusidn en, por ejemplo, 3x105 por fusion,

- Pipeteado de ambas parejas conjuntamente y centrifugacion a 200xg durante 10 minutos a temperatura
ambiente,

- Lavado del pellet dos veces en tampdn de electrofusion, centrifugacion tal como se ha indicado anteriormente,

- Resuspension del pellet en 200 pi de tampdn de electrofusion por cada fusién,

- Rellenado de la camara de fusion y fusion inmediata (ver el protocolo de aplicacion del aparato de fusion,
Eppendorf),

- Tras la fusién, se dejan reposar las camaras durante 10 minutos a temperatura ambiente,

- Enjuague de la camara con medio y transferencia de células fusionadas a las placas de clonacion,

- Adicion de medio de seleccion HAT tras una incubacién de 24 horas (5% de CO2, 37°C),

- Tras 7 a 21 dias de incubacion, se realizé un recuento y se analizaron los hibridos.

Se analizaron los hibridomas humanas cultivados (40 clones) 14 dias tras la fusion para IgG especificas para
proteinas totales y humanas en ELISAs establecidas y se detectaron por lo menos 6 clones como positivos.

Hibridoma Conc. de HER3 seglin | Conc. de IgG segun | Conc. de IgF segun
ELISA (pg/ml) ELISA (pg/ml) ELISA (pg/ml)

G2:1 0,006 0,015 <0

G3:1 0,165 0,017 <0

C4:1 <-0,001 0,015 <0

E9:1 0,001 0,010 <0

G9:1 0,002 0,020 <0

C10:1 0,055 0,014 <-0,001

Ejemplo 7

Procedimiento de inmunizacion de ratones reconstituidos

Se inmunizaron tres ratones Rag2"/'yc"/' (4 hembras) con 100 pg de plasmido de ADN codificante de la proteina
CXCRS5 humana. En total hasta se proporcionaron seis inmunizacién por via intramuscular (i.m.).

Administracion de refuerzo en los ratones

Tras observar que los titulos séricos de anti-CXCR5 eran suficientes, los ratones recibieron un refuerzo adicional en
tres ocasiones de 5x10° células que expresan CXCR5 en 100 pl de PBS por via intravenosa (i.v.) 3, 2 y 1 dia antes
de la fusion.

Ejemplo 8

Examen de la capacidad de produccién de anticuerpos humanos de CXCRS5 en los ratones reconstituidos.

Se midié6 mediante ELISA la cantidad de IgG humana total en sangre periférica de ratones reconstituidos. Se
recubrio una placa de 96 pocillos MaxiSorb (NUNC) con suero de ratén diluido y se incubd durante 1 hora a
temperatura ambiente. Tras el bloqueo con solucién de proteina C al 2% durante 1 hora a temperatura ambiente, se
llevé a cabo un lavado y después se afadieron anticuerpos monoclonales anti-lgG humana conjugados con
peroxidasa. Tras una incubacién de 45 minutos a temperatura ambiente, se llevé a cabo un lavado y se afiadio
solucion de sustrato ABTS en una reaccién de 10 minutos a temperatura ambiente. A continuacion, la absorbancia
se midi6 a 405 nm (fig. 4). Se calculd la concentracion de IgG de acuerdo con la curva estandar (250 pg/ml de 19G
humana total).

Ejemplo 9

Anadlisis de anticuerpos de CXCR5 humanos en ratones reconstituidos tras la tercera inmunizacion.

Se midi6 la cantidad de IgG especifica de CXCR5 humana en suero de ratones reconstituidos mediante ELISA
13
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especifica de CXCRS5 (fig. 5). Se recubrié una placa de 96 pocillos MaxiSorb (NUNC) con suero de ratén diluido y se
incubd durante 1 hora a temperatura ambiente. Tras el bloqueo con solucion de proteina C al 2% durante 1 hora a
temperatura ambiente, se llevdé a cabo un lavado y después se anadieron anticuerpos monoclonales anti-IlgG
humana conjugados con peroxidasa. Tras una incubacién de 45 minutos a temperatura ambiente, se llevé a cabo un
lavado y se afiadié solucién de sustrato ABTS en una reaccion de 10 minutos a temperatura ambiente. A
continuacion, se midié la absorbancia a 405 nm.
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Reivindicaciones

Método para la produccion de un anticuerpo monoclonal humano de un animal no humano inmunodeficiente,
comprendiendo dicho método poner en contacto un animal no humano inmunodeficiente neonato con una célula
madre de higado fetal humano para generar un animal no humano transplantado inmune (animal reconstituido),
poner en contacto seguidamente dicho animal reconstituido con un antigeno, recoger a partir de dicho animal
reconstituido células humanas productoras de anticuerpos humanos contra dicho antigeno, y aislar dicho
anticuerpo respecto de dichas células productoras de anticuerpos. Método segun la reivindicacion 1,
caracterizado porque dicho animal no humano inmunorreconstituido es un roedor.

Método segun la reivindicacion 1 6 2, caracterizado porque dicho animal no humano reconstituido es un ratén o
una rata.

Método segun las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado porque dicho ratén reconstituido es un raton Rag2"'yc'/',
RagZ"' desnudo, NOD o SCID beige.

Método segun las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado porque dichas células madre de higado fetal son células
madre hematopoyéticas de higado fetal humano.

Método segun las reivindicaciones 1 a 5, caracterizado porque dichas células madre de higado fetal es una
combinacién de células madre hematopoyéticas de higado fetal humano y células madre no hematopoyéticas
de higado fetal humano.

Método segun las reivindicaciones 1 a 6, caracterizado porque dichas células productoras de anticuerpos son
células B humanas.

Método segun las reivindicaciones 1 a 7, caracterizado porque el antigeno es un polipéptido.

Método segun las reivindicaciones 1 a 8, caracterizado porque el antigeno se pone en contacto con el animal
reconstituido como antigeno, fragmento de antigeno, complejo de MHC/péptido, ADN codificante de antigeno
y/o célula portadora de antigeno.

Método segun las reivindicaciones 1 6 9, caracterizado porque el animal no humano reconstituido se irradia
subletalmente antes de ponerse en contacto con las células madre de higado fetal humano.

Método segun las reivindicaciones 1 a 10, caracterizado porque el ratéon se pone en contacto en primer lugar
con el antigeno 5 a 18 semanas después de poner en contacto dicho ratéon con dichas células madres de
higado fetal humano.

Método segun las reivindicaciones 1 a 11, caracterizado porque el ratdn se pone en contacto hasta diez veces
con el antigeno.
Método segun las reivindicaciones 1 a 12, caracterizado porque dichas células recogidas son células humanas
CD19" 0 CD22".

Método segun las reivindicaciones 1 a 13, caracterizado porque dichas células se establecen mediante
tecnologia del hibridoma.

Método segun las reivindicaciones 1 a 14, caracterizado porque la linea celular de pareja de fusién es una linea
celular MFP-2, HK-128, K6H6/B5 6 Karpas 707.

Método para la produccion de una pluralidad de células B humanas productoras de una pluralidad de
anticuerpos humanos contra un antigeno, estando caracterizado dicho método por la puesta en contacto de un
animal no humano inmunodeficiente neonato con células madre de higado fetal humano, para generar un
animal inmunorreconstituido, poniendo en contacto seguidamente dicho animal reconstituido con un antigeno,
recogiendo dicha pluralidad de células B humanas productoras de anticuerpos a partir de dicho animal no
humano.

Método para la produccion recombinante de un anticuerpo, caracterizado por la puesta en contacto de un
animal no humano inmunodeficiente neonato con células madre de higado fetal humano, seguidamente
poniendo en contacto dicho animal no humano con un antigeno, recogiendo a partir de dicho animal no humano
unas células humanas productoras de anticuerpos humanos contra dicho antigeno, y aislando dicho anticuerpo,
secuenciando las regiones variables, construyendo uno o mas vectores de expresion codificantes de por lo
menos las CDRs de las cadenas pesadas y/o ligeras, en combinacién con una cadena constante humana,
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expresando dicho vector o vectores en una o mas células huésped apropiadas, y aislando dicho anticuerpo
(proteina inmunorreactiva) de dicha célula o células huésped o sobrenadante de fermentacion.

Método para la produccion recombinante de un anticuerpo, caracterizado por la puesta en contacto de un
animal no humano inmunodeficiente neonato con unas células madre de higado fetal humano, seguidamente
poniendo en contacto dicho animal no humano con un antigeno, recogiendo a partir de dicho animal no humano
unas células humanas que producen anticuerpos humanos contra dicho antigeno, y aislando ARNm de dichas
células humanas productoras de anticuerpos humanos, generando ADNc especifico de anticuerpo (por ejemplo
mediante la utilizacion de cebadores especificos de inmunoglobulina), construyendo uno o mas vectores de
expresion codificantes de por lo menos las CDRs de las cadenas pesadas y/o ligeras, en combinacién con una
cadena constante humana, expresando dicho vector o vectores en una o mas células huésped apropiadas, y
aislando dicho anticuerpo (proteina inmunorreactiva) de dicha célula o células huésped o sobrenadante de
fermentacion.
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Fig. 2

Cantidad de IgG humana total en suero
de ratones reconstituidos e inmunizados
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Fig. 4
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