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DESCRIPCION
Animales no humanos con secuencias de cadena pesada de inmunoglobulina modificadas
Referencia cruzada con solicitudes relacionadas
Listado de secuencias
Campo de lainvencién

Se describen ratones y ratas modificados genéticamente, que comprenden una secuencia de acido nucleico de
region variable de cadena pesada humana reordenada (es decir, una secuencia VDJ de cadena pesada reordenada)
unida operativamente a una secuencia de acido nucleico de region constante enddgena. En algunos aspectos, los
ratones y las ratas se modifican genéticamente para que tengan un locus de inmunoglobulina que comprenda una
secuencia de acido nucleico (una secuencia VDJ) de region variable de cadena pesada reordenada unida
operativamente a una secuencia génica de regién constante de inmunoglobulina, en la que la secuencia VDJ es una
secuencia VDJ humana, y la secuencia génica de region constante es enddgena. En algunos aspectos, los ratones o
las ratas comprenden un locus de cadena pesada de inmunoglobulina modificado genéticamente que comprende
una secuencia de nucleétidos de la region variable de la cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada, en
la que el dominio variable de la cadena pesada reordenada comprende una secuencia del segmento del gen V de la
cadena pesada (Vw) unida operativamente, mediante un espaciador, a una secuencia del segmento del gen J de la
cadena pesada (Ju), y en la que el espaciador comprende al menos un resto de aminoéacido. Se describen ratones y
ratas modificados genéticamente, que comprenden en sus genomas: (i) una secuencia de acido nucleico de region
variable de cadena pesada humana reordenada, unida operativamente a una secuencia de acido nucleico de region
constante; y (i) un locus de cadena ligera de inmunoglobulina que comprende uno o mas segmentos génicos de
regién variable de cadena ligera humana, pero menos que el nimero de segmentos de tipo silvestre. Se describen
ratones y ratas modificados genéticamente que comprenden en sus genomas: (i) una secuencia de acido nucleico
de region variable de cadena pesada humana reordenada unida operativamente a una secuencia de acido nucleico
de region constante; y (ii) un locus de cadena ligera de inmunoglobulina que comprende uno o mas segmentos
génicos de regién variable de cadena ligera humana, pero menos que el nimero de segmentos de tipo silvestre. En
algunos aspectos, al menos uno de los segmentos génicos de region variable codifica uno o mas restos de histidina
que no estan codificados por un segmento génico de region variable de cadena ligera de la linea germinal humana
correspondiente. En el presente documento se describen métodos para crear ratones o ratas modificados
genéticamente. Se describen métodos para la produccion de secuencias de region variable de cadena ligera (por
ejemplo, una cadena ligera k o A) de inmunoglobulina que pueden unirse a un antigeno en ausencia de una cadena
pesada, y/o que pueden asociarse con un dominio variable de cadena pesada reordenada y/o que presentan
caracteristicas de unién a antigeno dependiente de pH, que son (tiles para la produccién de anticuerpos
biespecificos.

Antecedentes

Los anticuerpos biespecificos son anticuerpos multifuncionales que comprenden sitios de unién a antigeno que
pueden unirse a dos determinantes antigénicos distintos y han aparecido como uno de los principales productos
bioterapéuticos para el tratamiento de muchas enfermedades, incluyendo el cancer. Aunque recientemente se han
desarrollado diversos anticuerpos biespecificos con dobles propiedades de unién a antigeno, en los anticuerpos
biespecificos convencionales, la especificidad y afinidad de los dominios variables de cadena ligera o de cadena
pesada de inmunoglobulina, han tenido que sacrificarse hasta cierto grado porque, en los anticuerpos biespecificos
convencionales, cualquiera de solo un dominio variable de cadena ligera o de cadena pesada contribuye a la unién
de cada uno de los determinantes antigénicos, mientras que en los anticuerpos regulares las regiones variables
tanto de cadena pesada como de cadena ligera pueden contribuir a la unién con el mismo determinante antigénico.
Ademas, a la hora de conseguir un nivel de eficacia deseable, los anticuerpos terapéuticos, por ejemplo, anticuerpos
terapéuticos biespecificos, a menudo requieren dosis altas o multiples de anticuerpos debido a su reciclabilidad
limitada in vivo.

La mayoria de las proteinas de unidon a antigeno desarrolladas hasta ahora que se dirigen a dos antigenos o
epitopos, comprenden dos brazos de unién a antigeno: (i) un primer brazo de unién a antigeno que comprende un
par de dominios variables de cadena ligera y pesada de inmunoglobulina que contribuye a la unién con un primer
antigeno o epitopo; y (i) un segundo brazo de unién a antigeno que comprende un segundo par de dominios
variables de cadena ligera y pesada que contribuye a la unién con un segundo antigeno o epitopo. Aunque estas
proteinas de unién a antigeno son hiespecificas en todo el contexto de proteinas de unién a antigeno, no son
necesariamente biespecificas dentro de cada brazo de unién a antigeno, limitando el uso de las proteinas de union a
antigeno en formatos multiespecificos, por ejemplo, proteinas de unién a antigeno triespecificas. Como se desvela
en el presente documento, un ratén o una rata que expresa un dominio variable de cadena pesada universal puede
emplearse como una herramienta general para crear proteinas de union a antigeno para su uso en muchos formatos
diferentes de proteinas de unién a antigeno.
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Se hace referencia a los siguientes documentos:

* WO02013/022782 que tiene que ver con ratones de cadena ligera universal humanizada; y

e Osbhorn et al. (2013) Journal of Immunology, 190 (4): 1481-1490 que se refiere a anticuerpos de IgG de alta
afinidad que se desarrollan de manera natural en ratas con Ig desactivada (knockout), que llevan locus de Ig
IgH/Ig humana de la linea germinal, portadores de la regién Cy de rata.

Resumen

En la técnica existe una necesidad de generar secuencias de dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina
en las que la afinidad y especificidad antigénica es el resultado, exclusiva o principalmente, de la diversidad de
dominios variables de cadena ligera de inmunoglobulina, y/o reside exclusiva o principalmente en esta diversidad.
Dichas secuencias serian extremadamente Utiles a la hora de disefiar proteinas de unién a antigeno, por ejemplo,
anticuerpos biespecificos, en los que cada dominio variable es independientemente responsable de la distinta unién
especifica de antigeno. Diversos aspectos descritos en el presente documento se basan en parte en el sorprendente
descubrimiento de que las ratas y los ratones modificados genéticamente que comprenden dominios variables de
cadena pesada de inmunoglobulina codificados por una secuencia génica variable de cadena pesada reordenada
(por ejemplo, una secuencia VDJ de cadena pesada reordenada) pueden reunir esta necesidad. Las ratas y los
ratones que codifican un dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina reordenada (es decir, un dominio
variable de cadena pesada universal) enfocan los mecanismos de diversificacion de anticuerpos en uno o mas
dominios variables de cadena ligera de anticuerpos no reordenada (es decir diversificable).

Se describen ratones y las ratas modificados genéticamente que, después de la estimulacién con un antigeno de
interés, producen anticuerpos con especificidad de unién a antigeno que reside exclusiva o principalmente en los
dominios variables de cadena ligera de anticuerpo. Los aminoacidos de los dominios variables de anticuerpo de la
cadena ligera y las correspondientes secuencias de acido nucleico, pueden identificarse de anticuerpos producidos
por dichas ratas y ratones modificados genéticamente, y las secuencias pueden utilizarse en anticuerpos
recombinantes u otras proteinas de union a antigeno para desarrollar dominios variables de cadena ligera que se
unen a un determinante antigénico independientemente (y con suficiente especificidad y afinidad) de los dominios
variables de cadena pesada. Las secuencias génicas de dominio variable de cadena pesada reordenada se dirigen
a un locus de cadena pesada de tal manera que las secuencias de dominio variable de cadena pesada reordenada
pueden unirse operativamente a una secuencia constante pesada endégena. Asimismo, las ratas y los ratones que
comprenden una secuencia de nucle6tidos que codifica un dominio variable de cadena pesada reordenada pueden
combinarse con modificaciones genéticas adicionales de locus de inmunoglobulina (por ejemplo, cruzarse con ratas
y ratones que comprenden modificaciones genéticas adicionales de locus de inmunoglobulina). Ademas, utilizando
ratones que tienen un repertorio restringido (limitado) de segmentos génicos de la region variable de cadena ligera
(por ejemplo, un nimero restringido de secuencias génicas variables de cadena ligera que comprenden uno o mas
segmentos génicos V. humanos, pero menos que el nimero de segmentos de tipo silvestre, en combinacién con la
Unica secuencia de cadena pesada reordenada descrita anteriormente), puede producirse un dominio variable de
cadena ligera de inmunoglobulina que puede emparejarse de un modo mas eficaz con un dominio variable de
cadena pesada de inmunoglobulina.

Por tanto, la presente invencion proporciona una rata o un ratén que comprende en su genoma de linea germinal, en
un locus de cadena pesada de inmunoglobulina endégena, una secuencia de nucleétidos de regién variable de
cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada bajo el control de un promotor y unida operativamente a
una secuencia génica de la region contante de la cadena pesada enddgena, en la que la secuencia de nucledtidos
de region variable de cadena pesada reordenada codifica la secuencia de Vy3-23/X1X2/Jdn, en la que X; y Xz es
cualquier aminoéacido, y en la que todos los segmentos génicos Vu, Dy y Ju funcionales endégenos estan
delecionados de la cadena pesada de inmunoglobulina endégena o se han hecho no funcionales.

La presente invencién proporciona ademas un método para crear una rata o un ratén, comprendiendo el método:

(a) modificar un genoma de una rata o un ratén para delecionar o hacer no funcionales los segmentos génicos
Vu, D y Ju de cadena pesada de inmunoglobulina funcional endégena; y

(b) colocar en el genoma, en el locus de la cadena pesada de inmunoglobulina endégena, una secuencia de
nucleétidos de la region variable de la cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada, en la que la
secuencia de nucleétidos de la region variable de la cadena pesada reordenada codifica la secuencia de Vy3-
23/X1X2/Jy unida operativamente a una secuencia de la region constante de la cadena pesada enddgena, en la
que X1 y X2 es cualquier aminoacido.

La presente invencion proporciona adicionalmente un método para obtener una secuencia de acido nucleico que
codifica un dominio variable de la cadena ligera (VL) de inmunoglobulina, capaz de unirse a un antigeno
independientemente de un dominio variable de cadena pesada, que comprende:
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(a) inmunizar a una rata 0 a un ratén de la invencién, con un antigeno de interés o con un inmundgeno del
mismo;

(b) permitir que la rata o el ratdbn genere una respuesta inmunitaria;

(c) aislar, de la rata o ratén inmunizado, una célula que comprenda una secuencia de acido nucleico que
codifique un dominio variable de cadena ligera que pueda unirse al antigeno; y

(d) obtener de la célula una secuencia de acido nucleico que codifique el dominio variable de cadena ligera
(dominio VL) que pueda unirse al antigeno.

La presente invencidn también proporciona un método para crear una proteina de unién a antigeno que comprende
un dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina que puede unirse a un antigeno independientemente de un
dominio variable de cadena pesada, que comprende:

(a) inmunizar a una rata 0 a un raton modificado genéticamente de la invencion, con un primer antigeno que
comprende un primer epitopo o una parte inmundgena del mismo, en el que la rata o el ratdn comprende en su
genoma dos 0 mas segmentos génicos de la regién variable de la cadena ligera (VL y JL) de inmunoglobulina
humana, pero menos que el nUmero de segmentos de tipo silvestre, unidos operativamente a una secuencia de
acido nucleico de la region constante de la cadena ligera de inmunoglobulina;

(b) permitir que la rata o el ratdn genere una respuesta inmunitaria contra el primer epitopo o parte inmunogena
del mismo;

(c) aislar, de la rata o del ratén, una célula que comprenda una secuencia de acido nucleico que codifique un
dominio variable de la cadena ligera que se una especificamente al primer epitopo o parte inmundgena del
mismo;

(d) obtener de la célula de (c), la secuencia de acido nucleico que codifica el dominio variable de cadena ligera
gue se une especificamente al primer epitopo o parte inmunégena del mismo;

(e) emplear la secuencia de acido nucleico de (d), en una construccién de expresion, fusionada a una secuencia
de &cido nucleico de la regién constante de inmunoglobulina humana; y

(f) expresar la secuencia de acido nucleico de (d), en una linea celular de produccién que exprese una cadena
pesada de inmunoglobulina humana que se una especificamente a un segundo antigeno o epitopo para formar
una proteina de unién a antigeno cuya cadena ligera esté codificada por el acido nucleico de (d) y que se una al
primer epitopo o parte inmundgena del mismo independientemente de la cadena pesada, y cuya cadena pesada
se una especificamente al segundo antigeno o epitopo.

La invencién también proporciona una célula procedente de una rata o raton de la invencion, en la que la célula
comprende en su genoma un locus de cadena pesada de inmunoglobulina que comprende una secuencia de
nucleétidos de la region variable de la cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada, en el que la
secuencia de nucledtidos de la region variable de la cadena pesada reordenada codifica la secuencia de Vu3-
23/X1X2/dy, en la que X; y X2 es cualquier aminoacido y en la que todos los segmentos génicos Vu, Du y Ju
funcionales enddgenos estan delecionados de la cadena pesada de inmunoglobulina endégena o la hacen no
funcional.

En diversos aspectos, la Unica secuencia genémica de acido nucleico que codifica el dominio variable de cadena
pesada expresada por los ratones o las ratas modificados genéticamente, es el dominio variable de cadena pesada
reordenada. Por consiguiente, la diversidad de los dominios variables de cadena pesada del anticuerpo producida
por los ratones o ratas modificados genéticamente es extremadamente restringida.

En algunos aspectos, se describen ratas y ratones modificados genéticamente que tienen, en su genoma, un locus
de inmunoglobulina que se ha modificado genéticamente de tal manera que sus secuencias de region variable
consisten esencialmente en una region variable de cadena pesada humana reordenada sencilla. Se entiende que,
en dichos ratones y ratas modificados genéticamente, puede que las diferentes células no siempre tengan
secuencias completamente idénticas en la regién variable de cadena pesada reordenada sencilla (por ejemplo
debido a errores de replicacion, hipermutacidon somatica u otros mecanismos), pero independientemente, dichos
ratones y ratas modificados genéticamente muestran una diversidad drasticamente restringida de los dominios
variables de cadena pesada de anticuerpo en comparacion con ratas y ratones que tienen secuencias variables de
cadena pesada no reordenadas y/o con ratas y ratones cuyos genomas incluyen multiples segmentos génicos de la
region variable de la cadena pesada (por ejemplo, multiples segmentos V, D y/o J, particularmente si no estan
reordenados).
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En diversos aspectos, se describe un locus de cadena pesada de inmunoglobulina modificado genéticamente que
comprende una secuencia de nucleétidos de la regién variable de la cadena pesada de inmunoglobulina humana
reordenada (es decir, que comprende una secuencia de nucleotidos que codifica un dominio variable de cadena
pesada reordenada). En diversos aspectos, la secuencia de nucledtidos de la region variable de la cadena pesada
de inmunoglobulina humana reordenada y el dominio variable de la cadena pesada reordenada que lo codifica,
procede de un segmento génico V, D y J humano. En diversos aspectos, la secuencia de nucleétidos de la region
variable de la cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada y el dominio variable de la cadena pesada
reordenada que lo codifica, proceden de un segmento génico Jy humano y V4 humano. En diversos aspectos, la
secuencia de nucledtidos de la regién variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada esta
unida operativamente a una secuencia génica de la region constante de la cadena pesada. En diversos aspectos, la
secuencia de nucleodtidos de la region variable de la cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada esta
unida operativamente a una secuencia génica de la region constante de la cadena ligera. En diversos aspectos, el
locus de inmunoglobulina modificado genéticamente, esta presente en la linea germinal de una rata o ratén. En
diversos aspectos, las ratas o los ratones modificados genéticamente, comprenden todo el complemento de los
segmentos génicos variables de la cadena ligera no reordenada, capaces de reordenarse para formar un gen de
cadena ligera en unién operativa con una secuencia génica de la regidon constante de cadena ligera. En otros
aspectos, las ratas y los ratones modificados genéticamente, comprenden una pluralidad de segmentos génicos
variables de cadena ligera no reordenada, pero menos que un complemento completo (es decir, menos que un
numero de segmentos de tipo silvestre). En diversos aspectos, los segmentos génicos variables de cadena ligera no
reordenada, estan unidos operativamente a una secuencia génica de la region constante de cadena pesada. En otro
aspecto, se describe una construccién de acido nucleico que comprende una region variable de la cadena pesada
de inmunoglobulina humana reordenada (es decir, que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica un
dominio variable de la cadena pesada reordenada; es decir, una secuencia VDJ de cadena pesada previamente
reordenada) como se describe en el presente documento.

En el presente documento se describen numerosas variaciones de ratas y ratones modificados genéticamente con
un locus de inmunoglobulina que comprende una secuencia de nucleétidos de la region variable de la cadena
pesada de inmunoglobulina humana reordenada (es decir, con un locus de inmunoglobulina que comprende una
secuencia de nucleétidos que codifica un dominio variable de cadena pesada reordenada). Cada variacion tiene la
capacidad de enfocar los mecanismos de diversificacion de anticuerpos sobre secuencias de nucleétidos de la
region variable de la cadena ligera de la inmunoglobulina.

En diversos aspectos, una secuencia de nucledtidos que codifica un dominio variable de cadena pesada reordenada
(es decir, un dominio variable de cadena pesada codificado por una secuencia de nucleétidos de la region variable
de la cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada) esta unida operativamente a una secuencia génica
de la regién constante de la cadena pesada endégena (por ejemplo, una secuencia génica de la region constante de
cadena pesada que codifica un isotipo de inmunoglobulina seleccionado de IgM, IgD, IgA, IgE, IgG y sus
combinaciones). Por ejemplo, se describen ratones y ratas no humanos modificados genéticamente, que
comprenden locus de inmunoglobulina en los que: (a) una primera secuencia de nucleétidos codifica un dominio
variable de cadena pesada reordenada (es decir, en el que la primera secuencia de nucleétidos es una secuencia de
nucleétidos de la region variable de la cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada), en el que la primera
secuencia de nuclettidos esta unida operativamente a una secuencia génica de la region constante de cadena
pesada enddgena; y (b) una segunda secuencia de nucleétidos codifica un dominio variable de cadena ligera (es
decir, en el que la segunda secuencia de nuclettidos es una secuencia de nucleétidos variable de la cadena ligera
de inmunoglobulina humana no reordenada), en el que la segunda secuencia de nucleétidos esta unida
operativamente a una secuencia génica de la region constante de la cadena ligera humana o no humana.

En otro aspecto, se describen ratas y ratones no humanos modificados, en los que las ratas y los ratones
comprenden una secuencia de nucleétidos reordenada que codifica un dominio variable de cadena pesada, en el
que el dominio variable de cadena pesada comprende una secuencia variable de cadena pesada (Vu) que esta
unido operativamente, mediante un espaciador, a una secuencia de segmento J de la cadena pesada (Ju), en la que
el espaciador codifica al menos un resto de aminoacido.

En otro aspecto, se describe una rata o un ratdbn que comprende un locus de inmunoglobulina modificado
genéticamente que comprende una secuencia de nucleotidos de la regién variable de la cadena pesada de
inmunoglobulina humana reordenada (es decir, comprende una secuencia de acido nucleico que codifica un dominio
variable de cadena pesada reordenada; es decir, una secuencia VDJ de cadena pesada reordenada), en el que el
locus de inmunoglobulina modificado genéticamente estd presente en la linea germinal de la rata o ratéon. En
algunos aspectos, el locus de inmunoglobulina modificado genéticamente es un locus de cadena pesada. En
algunos aspectos, el locus de inmunoglobulina modificado genéticamente es un locus de cadena ligera.

Se describen ratones y ratas modificados genéticamente que tienen un locus genémico de inmunoglobulina
modificado genéticamente que comprende una secuencia de nucledtidos de la region variable de la cadena pesada
de inmunoglobulina humana reordenada, en el que la secuencia de nucledtidos esta unida operativamente a una
secuencia génica de la region constante de la cadena ligera humana o no humana (por ejemplo, cadena ligera k o
A).
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Se describe una rata o un ratén que comprende un locus de inmunoglobulina modificado genéticamente que
comprende: (a) una secuencia de nucleétidos de la regién variable de la cadena pesada de inmunoglobulina humana
reordenada unida operativamente a una secuencia génica de la regiéon constante de la cadena ligera; y (b) una
secuencia de nucledtidos de la region variable de la cadena ligera humana o no humana (por ejemplo, cadena ligera
K o A) reordenada, unida operativamente a una secuencia génica de la regién constante de la cadena pesada
humana o no humana (por ejemplo, una secuencia génica de la region constante de la cadena pesada que codifica
un isotipo de inmunoglobulina seleccionado de IgM, IgD, IgA, IgE, IgG y sus combinaciones.

En otro aspecto, se describe una rata o un ratdn modificado genéticamente con un locus de inmunoglobulina que
comprende:

(a) un primer alelo que comprende:

() una primera secuencia de nucleétidos que codifica un dominio variable de la cadena pesada reordenada
(es decir, en el que la primera secuencia de nucleétidos es una secuencia de nucleétidos de la region variable
de la cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada) unida operativamente a una secuencia génica
de la regién constante de cadena pesada, y

(ii) una segunda secuencia de nucleétidos que codifica un dominio variable de la cadena ligera (es decir, en el
gue la segunda secuencia de nucledtidos es una secuencia de nucleétidos variable de la cadena ligera de
inmunoglobulina humana no reordenada) unida operativamente a una secuencia génica de la region
constante de la cadena ligera; y

(b) un segundo alelo que comprende

(i) una tercera secuencia de nucleétidos que codifica un dominio variable de la cadena ligera (es decir, en el
que la tercera secuencia de nucle6tidos es una secuencia de nucleétidos variable de la cadena ligera de
inmunoglobulina humana no reordenada) unida operativamente a una secuencia génica de la region
constante de la cadena pesada, y

(i) una cuarta secuencia de nucleotidos que codifica el dominio variable de la cadena pesada reordenada (es
decir, en el que la cuarta secuencia de nucleétidos es una secuencia de nucleétidos de la regién variable de
la cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada) unida operativamente a una secuencia génica de
la regién constante de la cadena ligera.

En diversos aspectos, se describen ratas y ratones modificados genéticamente con locus o secuencias génicas de la
region variable de la cadena ligera no reordenadas. En algunos aspectos, los ratones y ratas modificados
genéticamente comprenden un numero (es decir todos o sustancialmente todos) de segmentos génicos (es decir,
secuencias) de la region variable de la cadena ligera de inmunoglobulina humana de tipo silvestre. En otros
aspectos, las ratas y los ratones descritos en el presente documento, comprenden un repertorio limitado de
segmentos génicos variables de cadena ligera, por ejemplo, (i) uno, dos o0 mas segmentos génicos V. humanos,
pero menos que el nimero de segmentos de tipo silvestre; y (ii) uno o mas segmentos génicos J. humanos, unidos
operativamente a una secuencia de acido nucleico de la region constante de la cadena ligera no humana. La
secuencia de acido nucleico de la cadena pesada esta presente en un locus de la cadena pesada de
inmunoglobulina endégena y/o puede haber segmentos de la cadena ligera, por ejemplo, en un transgén o en un
locus de inmunoglobulina endégeno.

En diversos aspectos, se describen ratones y ratas modificados genéticamente, en los que todos los dominios
variables de la cadena pesada de inmunoglobulina del animal proceden de la misma secuencia génica de la cadena
pesada variable reordenada, y en los que dichos dominios variables se expresan relacionados con un dominio
variable de cadena ligera procedente de uno de al menos uno, dos o tres 0 mas segmentos génicos V. y al menos
uno, dos o tres o mas segmentos génicos J.. Adicionalmente se describen ratones y ratas modificados
genéticamente que comprenden en sus genomas: (i) un locus de cadena pesada de inmunoglobulina que
comprende una secuencia de acido nucleico de la region variable de la cadena pesada humana reordenada unida
operativamente a una secuencia de acido nucleico de la region constante de la cadena pesada humana o no
humana y (ii) un locus de cadena ligera de inmunoglobulina que comprende uno o mas segmentos génicos de region
variable de cadena ligera de inmunoglobulina humana, pero menos que el niimero de segmentos de tipo silvestre
(por ejemplo, dos segmentos génicos V¢ humanos y uno o mas segmentos génicos Jx humanos), unidos
operativamente a una secuencia de acido nucleico de region constante de cadena ligera no humana o humana. En
algunos aspectos, la region constante de cadena ligera es una regién constante de rata o de ratén, por ejemplo, una
region constante C de rata o de raton.

En otro aspecto, los ratones y las ratas modificados genéticamente del presente documento, expresan, después de
la estimulacion con un antigeno de interés, una proteina de unién a antigeno que comprende una secuencia de
aminoacidos de cadena ligera y de cadena pesada de inmunoglobulina, en el que la secuencia de aminoacidos de
cadena pesada procede de un locus de cadena pesada modificada genéticamente que comprende una secuencia de
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acido nucleico de region variable de cadena pesada humana reordenada, unida operativamente a una secuencia de
acido nucleico de regién constante de cadena pesada. En determinados aspectos, la secuencia de aminoacidos de
cadena ligera procede de un locus de cadena ligera de inmunoglobulina modificada genéticamente que comprende
uno o mas segmentos génicos V. humanos, pero menos que el nimero de segmentos de tipo silvestre, y (ii) dos o
mas segmentos génicos J. humanos, unidos operativamente a una secuencia de acido nucleico de region constante
de cadena ligera no humana.

Se describen ratones y ratas modificados genéticamente que comprenden en sus genomas una secuencia de acido
nucleico de la region variable de la cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada que comprende un
segmento génico V de la cadena pesada (Vu) que esta unido operativamente, mediante un espaciador, a una
secuencia del segmento génico J de la cadena pesada (Ju), en el que el espaciador codifica al menos un
aminoacido (por ejemplo, 2 aminoacidos, 3 aminoacidos o 4 aminoacidos) y/o un segmento génico D (Dy)
modificado. En diversos aspectos, la secuencia de acido nucleico de la region variable de la cadena pesada
reordenada esta unida operativamente a una secuencia de acido nucleico de la region constante de la cadena
pesada humana o no humana. En diversos aspectos, los ratones y las ratas comprenden adicionalmente, en sus
genomas, un locus de cadena ligera de inmunoglobulina modificada genéticamente que comprende uno o mas
segmentos génicos de la region variable de la cadena ligera de inmunoglobulina humana, pero menos que el
numero de segmentos de tipo silvestre, por ejemplo, dos segmentos génicos V¢ humanos y uno 0 mas segmentos
génicos J« humanos, unidos operativamente a una secuencia de acido nucleico de la regién constante de la cadena
ligera humana o no humana.

También se proporcionan métodos para crear y utilizar las ratas y los ratones modificados genéticamente descritos
en el presente documento. Se describen métodos para colocar en el genoma de una rata o un ratén no humano, una
secuencia de acido nucleico de la region variable de la cadena pesada humana reordenada en unidon operativa con
una secuencia de acido nucleico de la regidn constante de la cadena ligera o pesada de inmunoglobulina.

En otro aspecto, se describen métodos para obtener una secuencia de aminoacidos de la regién variable de la
cadena ligera (VL) de inmunoglobulina capaz de unirse a un antigeno independientemente de una secuencia de
aminoacidos de la regién variable de la cadena pesada.

En otro aspecto, mediante cualquiera de los métodos descritos en el presente documento, puede obtenerse un locus
de inmunoglobulina modificado genéticamente

En diversos aspectos, en el presente documento se describen proteinas de unién a antigeno (por ejemplo,
anticuerpos) producidas por, o procedentes de, los ratones y ratas no humanos modificados genéticamente.
También se describen métodos para crear proteinas de unién a antigeno, incluyendo proteinas multiespecificas (por
ejemplo, biespecificas o triespecificas) de union a antigeno. También se describen métodos para crear dominios
efectores variables de cadena ligera de inmunoglobulina.

En otro aspecto, se describe una célula pluripotente, células madre pluripotentes o totipotentes inducidas,
procedentes de una rata o un ratén, que comprenden las diversas modificaciones gendmicas descritas en el
presente documento. También se describen células que comprenden un nucleo que contiene una modificacion
genética como se describe en el presente documento, por ejemplo, una modificaciéon introducida en una célula
mediante inyeccién pronuclear.

En diversos aspectos, se describe un embrién de raton o de rata que comprende una célula cuyo genoma
comprende un locus de cadena pesada de inmunoglobulina que comprende una secuencia de acido nucleico de
region variable de cadena pesada humana reordenada, unida operativamente a una secuencia de acido nucleico de
regién constante. En determinados aspectos, el embrién de rata o de ratdbn comprende adicionalmente un locus de
cadena ligera de inmunoglobulina que comprende dos 0 mas segmentos génicos de region variable de cadena ligera
de inmunoglobulina humana, pero menos que el nimero de segmentos de tipo silvestre, unidos operativamente a
una secuencia de acido nucleico de regién constante de cadena ligera.

También se describen métodos para crear secuencias de &cido nucleico que codifican una secuencia de
aminoacidos de region variable de cadena ligera (V) de inmunoglobulina capaces de unirse a un antigeno o a un
epitopo del mismo, independientemente de un dominio variable de cadena pesada, que comprenden: (a) inmunizar a
un ratén o a una rata con un antigeno de interés o con un inmundégeno del mismo, en el que el ratén o la rata
comprende en su genoma (i) una secuencia de &cido nucleico de la region variable de la cadena pesada de
inmunoglobulina humana reordenada unida operativamente a una secuencia de &cido nucleico de la region
constante de la cadena pesada, y (ii) una secuencia de acido nucleico de la regién variable de cadena ligera de
inmunoglobulina humana no reordenada unida operativamente a una secuencia de acido nucleico de la region
constante de cadena ligera; (b) permitir que la rata o el ratdon genere una respuesta inmunitaria; (c) aislar de la rata o
del ratén inmunizado una célula que comprenda una secuencia de acido nucleico que codifique un dominio variable
de cadena ligera que pueda unirse al antigeno; y (d) obtener de la célula, una secuencia de acido nucleico que
codifique el dominio variable de cadena ligera (dominio V) que pueda unirse al antigeno. En diversos aspectos, la
célula es un linfocito, incluyendo, pero sin limitacién, linfocitos citoliticos naturales, linfocitos T y linfocitos B. En
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diversos aspectos, el método comprende adicionalmente (c)’ fusionar el linfocito con células cancerosas, por ejemplo
una célula de mieloma.

También se describen métodos para crear secuencias de &cido nucleico que codifican una secuencia de
aminoacidos de region variable de cadena ligera (V) de inmunoglobulina capaces de unirse a un antigeno o a un
epitopo del mismo independientemente de un dominio variable de cadena pesada, que comprende: (a) inmunizar a
una rata 0 a un ratén con un antigeno de interés o con un inmunégeno del mismo, en el que la rata o el ratén
comprende en su genoma (i) una secuencia de acido nucleico de region variable de cadena pesada de
inmunoglobulina humana reordenada unida operativamente a una secuencia de &cido nucleico de la region
constante de cadena pesada, y (ii) dos 0 mas segmentos génicos de regién variable de cadena ligera (VL y J.) de
inmunoglobulina, pero menos que el nimero de segmentos de tipo silvestre, unidos operativamente a una secuencia
de acido nucleico de regién constante de cadena ligera; (c) aislar de la rata o del raton inmunizado una célula que
comprenda una secuencia de acido nucleico que codifique un dominio variable de cadena ligera que pueda unirse al
antigeno; y (d) obtener de la célula una secuencia de acido nucleico que codifique el dominio variable de cadena
ligera (dominio V) que puede unirse al antigeno. En diversos aspectos, la célula es un linfocito, incluyendo, pero sin
limitacion, linfocitos citoliticos naturales, linfocitos T y linfocitos B. En diversos aspectos, el método comprende
adicionalmente (c)’ fusionar el linfocito con una célula cancerosa, por ejemplo, una célula de mieloma.

También se describen métodos para crear secuencias de &cido nucleico que codifican una secuencia de
aminoacidos de region variable de cadena ligera (V1) de inmunoglobulina capaces de unirse a un antigeno o a un
epitopo del mismo independientemente de un dominio variable de cadena pesada, que comprenden: (a) inmunizar a
una rata 0 a un ratén con un antigeno de interés o con un inmunégeno del mismo, en el que la rata o el raton
comprende en su genoma: (i) una secuencia de acido nucleico de la region variable de la cadena pesada de
inmunoglobulina humana reordenada, unida operativamente a una secuencia de &cido nucleico de la region
constante de cadena ligera, y (ii) segmentos génicos de la region variable de la cadena ligera (VL y J.) de
inmunoglobulina humana unidos operativamente a una secuencia de acido nucleico de la regién constante de la
cadena pesada; (c) aislar del ratén o rata inmunizado una célula que comprenda una secuencia de acido nucleico
qgue codifique un dominio variable de cadena ligera que pueda unirse al antigeno; y (d) obtener de la célula una
secuencia de acido nucleico que codifique el dominio variable de la cadena ligera (dominio V) que pueda unirse al
antigeno. En diversos aspectos, la célula es un linfocito, incluyendo pero sin limitacion, linfocitos citoliticos naturales,
células T y células B. En diversos aspectos, el método comprende adicionalmente (c)’ fusionar el linfocito con una
célula cancerosa, por ejemplo, una célula de mieloma.

También se describen métodos para crear proteinas de unién a antigeno, que comprenden:

(&) inmunizar a una rata 0 a un ratén con un primer antigeno que comprende un primer epitopo o parte
inmunogena del mismo, en el que la rata o el ratbn comprende en su genoma: (i) una secuencia de acido
nucleico de region variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada unida operativamente a
una secuencia de acido nucleico de region constante de cadena pesada, y (ii) una secuencia de acido nucleico
de region variable de cadena ligera de inmunoglobulina humana no reordenada unida operativamente a una
secuencia de acido nucleico de region constante de cadena ligera;

(b) permitir que la rata o el ratdbn genere una respuesta inmunitaria contra el primer epitopo o parte inmunégena
del mismo;

(c) aislar de la rata o del ratén una célula que comprenda una secuencia de acido nucleico que codifique un
dominio variable de cadena ligera que se una especificamente al primer epitopo o parte inmunégena del mismo;

(d) obtener de la célula de (c) la secuencia de acido nucleico que codifique un dominio variable de cadena ligera
gue se una especificamente al primer epitopo o parte inmunégena del mismo;

(e) emplear la secuencia de acido nucleico de (c) en una construccion de expresion, fusionada a una secuencia
de acido nucleico de regién constante de inmunoglobulina humana; y

(f) expresar el acido nucleico de (c) en una linea celular de produccion que exprese una cadena pesada de
inmunoglobulina que se una especificamente a un segundo antigeno o epitopo del mismo para formar una
proteina de unién a antigeno cuya cadena ligera esté codificada por el acido nucleico de (c) y que se una al
primer epitopo o parte inmundgena del mismo independientemente de la cadena pesada, y cuya cadena pesada
se una especificamente al segundo antigeno o epitopo.

También se describen métodos para crear proteinas de unién a antigeno, que comprenden:

(&) inmunizar a una rata 0 a un ratén con un primer antigeno que comprende un primer epitopo o parte
inmunogena del mismo, en el que la rata o el ratbn comprende en su genoma: (i) una secuencia de acido
nucleico de region variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada unida operativamente a
una secuencia de acido nucleico de region constante de cadena pesada, y (ii) dos 0 mas segmentos génicos de
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regién variable de cadena ligera (V. y J.) de inmunoglobulina humana, pero menos que el nUmero de segmentos
de tipo silvestre, unidos operativamente a una secuencia de acido nucleico de regién constante de cadena ligera;

(b) permitir que la rata o el ratdn genere una respuesta inmunitaria contra el primer epitopo o parte inmundgena
del mismo;

(c) aislar de la rata o del raton una célula que comprenda una secuencia de acido nucleico que codifique un
dominio variable de cadena ligera que se una especificamente el primer epitopo o parte inmunégena del mismo;

(d) obtener de la célula de (c) la secuencia de acido nucleico que codifique un dominio variable de cadena ligera
que se una especificamente al primer epitopo o parte inmunégena del mismo;

(e) emplear la secuencia de acido nucleico de (c) en una construccion de expresién, fusionada a una secuencia
de acido nucleico de region constante de inmunoglobulina humana; y

(f) expresar la secuencia de acido nucleico de (c) en una linea celular de produccién que exprese una cadena
pesada de inmunoglobulina humana que se una especificamente a un segundo antigeno o epitopo del mismo
para formar una proteina de unién a antigeno cuya cadena ligera esté codificada por el acido nucleico de (c) y
gue se una al primer epitopo o parte inmundgena del mismo independientemente de la cadena pesada y cuya
cadena pesada se una especificamente al segundo antigeno o epitopo.

También se describen métodos para crear proteinas de unién a antigeno, que comprenden:

(8) inmunizar a una rata 0 a un ratdbn con un primer antigeno que comprenda un primer epitopo o parte
inmundgena del mismo, en el que la rata o el ratbn comprende en su genoma: (i) una secuencia de acido
nucleico de region variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada unida operativamente a
una secuencia de acido nucleico de region constante de cadena ligera, y (i) segmentos génicos de region
variable de cadena ligera (V. y J.) de inmunoglobulina humana, unidos operativamente a una secuencia de
acido nucleico de region constante de cadena pesada;

(b) permitir que la rata o el ratdn genere una respuesta inmunitaria contra el primer epitopo o parte inmunogena
del mismo;

(c) aislar de la rata o del raton una célula que comprenda una secuencia de acido nucleico que codifique un
dominio variable de cadena ligera que se una especificamente al primer epitopo o parte inmunégena del mismo;

(d) obtener de la célula de (c) la secuencia de acido nucleico que codifique un dominio variable de cadena ligera
gue se una especificamente al primer epitopo o parte inmunégena del mismo;

(e) emplear la secuencia de acido nucleico de (c) en una construccion de expresion, fusionada a una secuencia
de acido nucleico de regidn constante de inmunoglobulina humana; y

(f) expresar la secuencia de acido nucleico de (c) en una linea celular de produccién que exprese una cadena
pesada de inmunoglobulina humana que se una especificamente a un segundo antigeno o epitopo del mismo
para formar una proteina de unién a antigeno cuya cadena ligera esta codificada por el acido nucleico de (c) y
gue se una al primer epitopo o parte inmunégena del mismo independientemente de la cadena pesada, y cuya
cadena pesada se una especificamente al segundo antigeno o epitopo.

En diversos aspectos, se describe una rata o un raton que comprende, en su genoma de linea germinal, un locus de
cadena pesada de inmunoglobulina que comprende una secuencia de nucleétidos de regién variable de cadena
pesada de inmunoglobulina humana reordenada. En algunos aspectos, la rata o el raton son homocigotos para la
secuencia de nucledtidos de regién variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada. En algunos
aspectos, la secuencia de nucledétidos de region variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada
esta unida operativamente a una secuencia génica de regidon constante de cadena pesada no humana. En
determinados aspectos, la secuencia génica de la region constante de cadena pesada no humana codifica una
region Fc. En aspectos particulares, la secuencia génica de region constante de cadena pesada no humana es una
secuencia génica de regién constante de cadena pesada de rata o raton. En aspectos particulares, la secuencia
génica de region constante de cadena pesada se selecciona de un Cul, una bisagra, un Cy2, un Cy3 y de una
combinacién de los mismos. En algunos aspectos, la secuencia de nucleétidos de regién variable de cadena pesada
de inmunoglobulina humana reordenada procede de un segmento génico Vy de cadena pesada humana, un
segmento génico D de cadena pesada humana y un segmento génico Jy de cadena pesada humana. En
determinados aspectos, la secuencia de nucledtidos de region variable de cadena pesada de inmunoglobulina
humana reordenada procede de un segmento Vy de cadena pesada de la linea germinal humana, un segmento D
de cadena pesada de la linea germinal humana y un segmento Jy de cadena pesada de la linea germinal humana.
En algunos aspectos, la secuencia de nucleétidos de region variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana
reordenada codifica la secuencia de Vu3-23/GY/Ju4-4 humana. Todos los segmentos génicos Vu, Dy y Ju
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funcionales enddgenos estan delecionados del locus de cadena pesada de inmunoglobulina del ratén o rata no
humano o se han hecho no funcionales. En algunos aspectos, un dominio variable de cadena pesada de
inmunoglobulina codificada por la secuencia de nucledtidos de region variable de cadena pesada reordenada, no es
inmunogeno para la rata o el ratén. En algunos aspectos, la rata o el ratébn comprende un gen Adamé6a, un gen
Adam6b o ambos. En algunos aspectos, la rata o el ratdbn comprende adicionalmente una secuencia de nuclettidos
gue codifica un segmento génico de cadena ligera (V) de inmunoglobulina humana no reordenada y un segmento
génico J de cadena ligera de inmunoglobulina humana no reordenada. En determinados aspectos, la secuencia de
nucleotidos que codifica el segmento génico V de cadena ligera (VL) no reordenada y el segmento génico de cadena
ligera (J.) no reordenada estan unidos operativamente a una secuencia génica de regién constante de cadena ligera
de inmunoglobulina. En aspectos particulares, la secuencia génica de region constante de cadena ligera se
selecciona de una secuencia génica de region constante de roedor o de ser humano. En determinados aspectos, el
segmento génico de cadena ligera (V.) de inmunoglobulina humana no reordenada y el segmento génico de la
cadena ligera (J.) de inmunoglobulina humana no reordenada, estan unidos operativamente, en un locus endégeno
de rata o de ratén, a una secuencia génica de region constante de inmunoglobulina de rata o ratén. En algunos
aspectos, el locus de cadena pesada de inmunoglobulina comprende una pluralidad de copias de la secuencia de
nucleétidos de region variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada.

En aspectos adicionales se describe un locus de cadena pesada de inmunoglobulina de rata o ratébn en un genoma
de una célula germinativa de rata o de raton, que comprende una secuencia de nucleétidos de regién variable de
cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada, unida operativamente a una secuencia génica de regién
constante de cadena pesada, en el que la secuencia génica de regidon constante comprende una secuencia no
humana, una secuencia humana o una combinacion de las mismas. En algunos aspectos, la secuencia de
nucleétidos de region variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada esta unida
operativamente a una secuencia génica de regién constante de inmunoglobulina humana reordenada. En
determinados aspectos, la secuencia génica de region constante de inmunoglobulina no humana endégena es una
secuencia génica de regidn constante de cadena pesada de rata o ratén.

En aspectos adicionales, se describen métodos para crear una rata o un ratén, comprendiendo dichos métodos:

(a) modificar un genoma de una rata o un ratén para delecionar o hacer no funcionales, segmentos génicos Vy,
Du y Ju de cadena pesada de inmunoglobulina funcional endégena; y

(b) colocar en el genoma una secuencia de nucleétidos de region variable de cadena pesada de inmunoglobulina
humana reordenada.

La secuencia de nucleétidos de region variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada esta
unida operativamente a una secuencia génica de region constante de cadena pesada de inmunoglobulina no
humana. La secuencia génica de regién constante de cadena pesada de inmunoglobulina no humana es una
secuencia génica de region constante de cadena pesada de inmunoglobulina de rata o ratén. La secuencia de
nucleétidos de regién variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada esta colocada en el
genoma, en un locus enddgeno de cadena pesada de inmunoglobulina. En algunos aspectos, la secuencia de
nucleétidos de regidn variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada esta presente en un
genoma de la linea germinal de la rata o ratén. En algunos aspectos, la rata o el ratbn comprenden una pluralidad de
copias de la secuencia de nucleétidos de la region variable de la cadena pesada de inmunoglobulina humana
reordenada. En algunos aspectos, la rata o el ratdbn comprende un gen Adam6a, un gen Adaméb o ambos. En
algunos aspectos se describe un ratén o una rata que es heterocigoto(a) para el locus de cadena pesada de
inmunoglobulina, como se describe en el presente documento, en el que el ratdén o la rata expresa la secuencia de
nucleétidos de region variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada, predominantemente a
partir del locus de cadena pesada de inmunoglobulina.

También se describen ratones y ratas que comprenden un locus de inmunoglobulina modificado genéticamente que
comprende:

(a) una secuencia de nucleétidos de regién variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada
gue esta unida operativamente a una secuencia génica de region constante de cadena ligera; y

(b) una secuencia de nucledtidos de regién variable de cadena ligera de inmunoglobulina humana no reordenada
que esta unida operativamente a una secuencia génica de region constante de cadena pesada.

En algunos aspectos, la secuencia de nucleétidos de region variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana
reordenada esta unida operativamente a una secuencia génica de regién constante de cadena ligera k. En algunos
aspectos, la secuencia de nucledétidos de regién variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada
esta unida operativamente a una secuencia génica de region constante de la cadena ligera A. En algunos aspectos,
la secuencia génica de region constante de cadena ligera es una secuencia génica de region constante de cadena
ligera de ratén o de rata. En algunos aspectos, la secuencia génica de regién constante de cadena ligera es una
secuencia génica de regién constante de cadena ligera humana. En algunos aspectos, la secuencia génica de
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regién constante de cadena pesada es una secuencia génica de region constante de cadena pesada de raton o de
rata. En algunos aspectos, la secuencia génica de regidon constante de cadena pesada codifica una secuencia
seleccionada un Cu1, una bisagra, un Cy2, un Cx3 y de una combinacion de los mismos. En algunos aspectos, la
secuencia de nucleétidos de region variable de cadena ligera de inmunoglobulina humana no reordenada
comprende una secuencia génica de dominio variable de cadena ligera k humana. En algunos aspectos, la
secuencia de nucleétidos de region variable de cadena ligera de inmunoglobulina humana no reordenada
comprende una secuencia génica de dominio variable de cadena ligera humana. En algunos aspectos, la secuencia
de nucleétidos de region variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana ordenada procede de un segmento
génico Vy de cadena pesada humana, un segmento génico Dy de cadena pesada humana y un segmento génico Jy
de cadena pesada humana. En determinados aspectos, la secuencia de nucleétidos de regién variable de cadena
pesada de inmunoglobulina humana reordenada procede de un segmento Vy de cadena pesada de la linea germinal
humana, un segmento Dy de cadena pesada de la linea germinal humana y un segmento Jy de cadena pesada de
linea germinal humana. En determinados aspectos, el segmento génico Vy humano se selecciona del grupo que
consiste en Vy1-2, Vy1-3, Vu1-8, Vu1-18, Vyl-24, Vy1-45, Vy1-46, Vu1-58, Vy1-69, Vy2-5, Vy2-26, VL2-70, V13-
7, Vu3-9, Vu3-11, Vu3-13, Vu3-15, Vy3-16, Vi3-20, Vy3-21, Vu3-23, Vu3-30, Vi3-30-3, Vi 3-30-5, V13-33, Vu3-
35, V3-38, Vu3-43, V13-48, Vi3-49, Vu3-53, Vi3-64, Vu3-66, Vi3-72, Vu3-73, Vu3-74, Vui-4, Vu4-28, Vi4-30-1,
Vy4-30-2, Vu4-30-4, Vu4-31, Vu4-34, Vu4-39, Vu4-59, Vu4-61, Vu5-51, Vu6-1, Vu7-4-1, Vu7-81 y una variante
polimoérfica de los mismos. En determinados aspectos, el segmento génico D humano se selecciona del grupo que
consiste en D1-1, D1-7, D1-14, D1-20, D1-26, D2-2, D2-8, D2-15, D2-21, D3-3, D3-9, D3-10, D3-16, D3-22, D4-4,
D4-11, D4-17, D4-23, D5-12, D5-5, D5-18, D5-24, D6-6, D6-13, D6-19, D6-25, D7-27, y una variante polimérfica de
los mismos. En determinados aspectos, el segmento génico J4 humano se selecciona del grupo que consiste en
Jul, Jn2, Ju3, Jud, Jub, Ju6 y una variante polimoérfica de los mismos. En algunos aspectos, la secuencia de
nucleétidos de regién variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada codifica la secuencia de
Vu3-23/GY/In4-4 (SEQ ID NO: 137) humana. En algunos aspectos, el locus de inmunoglobulina modificado
genéticamente esta presente en la linea germinal del ratdén o de la rata. Todos los segmentos génicos Vy, Du y Ju
funcionales endégenos estan delecionados del locus de cadena pesada de inmunoglobulina del ratén o de la rata o
se han hecho no funcionales. En algunos aspectos, el ratén o la rata comprende un gen Adamé6a, un gen Adaméb o
ambos. En algunos aspectos, un dominio variable de cadena pesada codificado por la secuencia de nucleétidos de
region variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada no es inmundégeno para el ratén o la rata.
En algunos aspectos, el locus de inmunoglobulina modificado genéticamente comprende una pluralidad de copias de
la secuencia de nucleétidos de region variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada que estan
unidas operativamente a la secuencia génica de regién constante de cadena ligera.

Aspectos adicionales describen un locus de inmunoglobulina en un genoma de la linea germinal de un ratén o de
una rata que comprende:

(1) una secuencia de nucleétidos de regién variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada
gue esta unida operativamente a una secuencia génica de region constante de cadena ligera, y

(2) una secuencia de nucledtidos de regién variable de cadena ligera de inmunoglobulina humana no reordenada
gue esta unida operativamente a una secuencia génica de region constante de la cadena pesada.

En algunos aspectos, la secuencia génica de regién constante de cadena ligera es una secuencia génica de region
constante de cadena ligera k. En algunos aspectos, la secuencia génica de regiéon constante de cadena ligera es
una secuencia génica de region constante de cadena ligera A. En algunos aspectos, la secuencia génica de region
constante de cadena ligera es una secuencia génica de region constante de cadena ligera de ratdn o rata.

Aspectos adicionales describen métodos de creacién de un raton o una rata que comprende un locus de
inmunoglobulina modificado, comprendiendo los métodos:

(a) modificar un genoma de un ratdén o una rata para delecionar o hacer no funcionales:
(i) segmentos génicos V, D y J de cadena pesada de inmunoglobulina funcionales endégenos, y
(ii) segmentos génicos V y J de cadena ligera de inmunoglobulina funcionales enddgenos; y

(b) y colocar en el genoma:

(i) una secuencia de nucleétidos de region variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana
reordenada que esté unida operativamente a una secuencia génica de region constante de cadena ligera, y

(i) una secuencia de nuclettidos de region variable de la cadena ligera de inmunoglobulina humana no
reordenada que esta unida operativamente a una secuencia génica de region constante de cadena pesada.

En algunos aspectos, la secuencia de nucleétidos de regién variable de cadena ligera de inmunoglobulina humana
no reordenada codifica un dominio variable de cadena ligera k. En algunos aspectos, la secuencia de nucleétidos de
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regién variable de cadena ligera de inmunoglobulina humana no reordenada se codifica como un dominio variable de
cadena ligera. En algunos aspectos, la secuencia génica de region constante de cadena pesada es una secuencia
génica de region constante de cadena pesada de inmunoglobulina no humana. En determinados aspectos, la
secuencia génica de region constante de cadena pesada de inmunoglobulina no humana es una secuencia génica
de region constante de cadena pesada de raton o de rata. En aspectos particulares, la secuencia génica de regién
constante de cadena pesada codifica una secuencia seleccionada de un CH1, una bisagra, un CH2, un CH3 y una
combinacién de los mismos. En algunos aspectos, el locus de inmunoglobulina modificado esta presente en un
genoma de linea germinal de la rata o ratén. En algunos aspectos, el ratén o la rata comprende un gen Adamé6a, un
gen Adam6b o ambos.

También se describen ratones y ratas que comprenden un locus de cadena pesada de inmunoglobulina modificado
gue comprende una secuencia de nucleotidos de regién variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana
reordenada que comprende una secuencia del segmento V de cadena pesada (V1) que esta unida operativamente,
mediante un espaciador, a una secuencia del segmento J de cadena pesada (Ju), en la que el espaciador
comprende al menos un resto de aminoacido. En algunos aspectos, la secuencia de nucleétidos de region variable
de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada esta unida operativamente a una secuencia génica de
regién constante de cadena pesada no humana. En algunos aspectos, la secuencia génica de region constante de
cadena pesada no humana es una secuencia génica de regién constante de un ratén o una rata. En algunos
aspectos, la secuencia de nucledtidos de regidn variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada
esta unida operativamente a una secuencia génica de regidon constante de cadena pesada humana. En
determinados aspectos, la secuencia génica de regi6on constante de cadena pesada codifica una secuencia
seleccionada de un Cy1, una bisagra, un Cu2, un Cx3 y una combinacién de los mismos. En algunos aspectos, la
secuencia Vy y la secuencia Ju proceden de un segmento génico Vy humano y de un segmento génico J4 humano.
En determinados aspectos, el segmento génico Ju humano se selecciona del grupo que consiste en Juyl, Ju2, Ju3,
Ju4, Ju5, Ju6 y una variante polimérfica del mismo. En determinados aspectos, el segmento génico Jy humano es
Jud-4 o una variante polimorfica del mismo. En algunos aspectos, la secuencia de nucleétidos de regién variable de
cadena pesada de inmunoglobulina reordenada codifica la secuencia de Vu3-23/GY/Ju4-4 (SEQ ID NO: 137)
humana. Todos los segmentos génicos Vu, D y Ju funcionales enddgenos estan delecionados del locus variable de
cadena pesada de inmunoglobulina de la rata o raton o lo hacen no funcional. En algunos aspectos, un dominio
variable de cadena pesada codificado por la secuencia de nucleé6tidos de region variable de cadena pesada de
inmunoglobulina humana reordenada no es inmundgeno para el ratén o la rata. En algunos aspectos, el ratén o la
rata comprende un gen Adam6a, un gen Adam6b o ambos.

Aspectos adicionales describen un locus de cadena pesada de inmunoglobulina en un genoma de linea germinal de
una rata o un ratén, que comprende una secuencia de nucledtidos de regién variable de cadena pesada de
inmunoglobulina humana reordenada que comprende un segmento génico variable de cadena pesada (Vy) que esta
unido operativamente, mediante un espaciador, a un segmento génico J de cadena pesada (Ju), en el que el
espaciador codifica al menos un resto de aminoacido. En algunos aspectos, la secuencia de nucleétidos de regién
variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada estd unida operativamente a una secuencia
génica de regidn constante de cadena pesada no humana. En determinados aspectos, la secuencia génica de
regién constante de cadena pesada no humana es una secuencia génica de region constante de cadena pesada de
ratén o rata. En algunos aspectos, el locus de inmunoglobulina comprende una pluralidad de copias de la secuencia
de nucledtidos de region variable de cadena pesada reordenada.

Se describen aspectos adicionales que son métodos para crear una rata o un ratén que comprende un locus de
cadena pesada de inmunoglobulina modificado, comprendiendo los métodos:

(a) modificar un genoma de un ratén o una rata para delecionar o hacer no funcionales, segmentos génicos Vu,
D y Ju de cadena pesada de inmunoglobulina funcionales enddgenos; y

(b) colocar en el genoma una secuencia de nucleétidos de region variable de cadena pesada de inmunoglobulina
humana reordenada que comprende un segmento génico variable de cadena pesada (Vu) que estd unido
operativamente, mediante un espaciador, a un segmento génico J de cadena pesada (Ju), en el que el
espaciador comprende al menos un resto de aminoacido.

En algunos aspectos, la secuencia de nuclettidos de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada esta
unida operativamente a una secuencia génica de region constante de cadena pesada de inmunoglobulina no
humana. La secuencia génica de region constante de cadena pesada de inmunoglobulina no humana es una
secuencia génica de region constante de cadena pesada de ratén o de rata. En algunos aspectos, la secuencia de
nucleétidos de region variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada se coloca un locus de
cadena pesada de inmunoglobulina endégena en el genoma. En algunos aspectos, el locus de cadena pesada
modificada comprende una pluralidad de copias de la secuencia de nucleétidos de region variable de cadena pesada
de inmunoglobulina humana reordenada. En algunos aspectos, el raton o la rata comprende un gen Adam6a, un gen
Adam6b o ambos. En algunos aspectos, el locus de cadena pesada de inmunoglobulina estd presente en un
genoma de la linea germinal del ratén o de la rata.
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Aspectos adicionales describen una rata o un ratén modificado que comprende en su genoma:

(a) un locus de cadena pesada de inmunoglobulina que comprende una secuencia de acido nucleico de region
variable de cadena pesada humana reordenada unida operativamente a una secuencia de &cido nucleico de
region constante de cadena pesada; y

(b) un locus de cadena ligera de inmunoglobulina que comprende uno o mas segmentos génicos de cadena
ligera V. y J. de inmunoglobulina humana, pero menos que el nimero de segmentos de tipo silvestre, unidos
operativamente a una secuencia de acido nucleico de regién constante de cadena ligera.

En algunos aspectos, la secuencia de acido nucleico de region constante de cadena pesada es una secuencia de la
region constante de ratén o de rata que codifica un isotipo de inmunoglobulina seleccionado de IgM, IgD, IgG, IgE,
IgA y de una combinacion de los mismos. En algunos aspectos, la secuencia de acido nucleico de regién constante
de cadena ligera es una secuencia de acido nucleico de regién constante k o A de roedor. En algunos aspectos, la
secuencia de acido nucleico de region variable de cadena pesada humana reordenada se selecciona de un
segmento Vy de la linea germinal humana, un segmento D de la linea germinal humana y un segmento Jy de la
linea germinal humana. En algunos aspectos, la secuencia de acido nucleico de region variable de cadena pesada
humana reordenada esta unida operativamente a la secuencia de acido nucleico de region constante en un locus
enddgeno. En algunos aspectos, el uno o mas segmentos génicos de cadena ligera V. y J. de inmunoglobulina
humana, pero menos que el nimero de segmentos de tipo silvestre, estan unidos operativamente a la secuencia de
acido nucleico de region constante de cadena ligera en un locus enddgeno. En algunos aspectos, el raton o la rata
comprenden no mas de dos segmentos génicos V. no reordenados de inmunoglobulina humana, y uno, dos o tres o
mas segmentos génicos J. no reordenados humanos. En algunos aspectos, la secuencia de acido nucleico de
regién variable de cadena pesada reordenada codifica la secuencia de Vy3-23/GY/Ju4-4 (SEQ ID NO: 137)
humana. La secuencia de acido nucleico de region variable de cadena pesada reordenada codifica la secuencia de
V13-23/X1X2/J3, en la que X1 y Xz es cualquier aminoacido. En determinadas realizaciones X; es Gly y X, es Tyr. En
algunos aspectos, el locus de cadena pesada de inmunoglobulina comprende un gen Adame6a funcional, un gen
Adam6b, o ambos. En determinados aspectos, el gen Adam6a, el gen Adam6b o ambos son genes Adam6
enddgenos. En algunos aspectos, el ratdn o la rata modificados genéticamente comprende un gen Adaméa, un gen
Adam6b o ambos en un locus ectépico del genoma. En algunos aspectos, los segmentos génicos V| y J. de region
variable humana pueden reordenarse y codificar un dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina humana.
En algunos aspectos, el locus de cadena ligera de inmunoglobulina comprende dos segmentos génicos V.
humanos, Vk1-39 y Vk3-20. En determinados aspectos, los segmentos génicos son segmentos génicos de la linea
germinal. En determinados aspectos, el ratén o la rata comprenden los segmentos génicos Jk1, Jk2, Jk3, Jk4 y JK5.
En algunos aspectos, dos 0 mas, tres 0 mas, cuatro 0 mas, 0 cinco 0 mas segmentos génicos V. humanos y dos o
mas segmentos génicos J. humanos estan presentes en un locus de cadena ligera endégena. En algunos aspectos,
al menos uno de los segmentos génicos V. 0 J. de cadena ligera humana codifica uno o méas codones de histidina
gue no estan codificados por un segmento génico variable de cadena ligera de la linea germinal humana
correspondiente. En algunos aspectos, al menos uno de los segmentos génicos VL comprende una adicién o
sustitucion de al menos un codoén no histidina, codificado por la secuencia del segmento V. de la linea germinal
humana correspondiente con un codén de histidina. En determinados aspectos, el codén de histidina afiadido o
sustituido esta presente en la CDR3. En algunos aspectos, los segmentos génicos V. humanos son segmentos
génicos Vk1-39 y Vk3-20 humanos, y cada uno de los segmentos génicos Vk1-39 y Vk3-20 humanos comprende
una sustituciéon de al menos un codén no histidina, codificado por un segmento génico V. de la linea germinal
humana correspondiente, con el codén de histidina. En determinados aspectos, la sustitucion es de tres codones no
histidina del segmento génico Vk1-39 humano, en el que la sustitucion se disefia para expresar histidinas en las
posiciones 106, 108 y 111. En aspectos particulares, la sustitucién es de cuatro codones no histidina del segmento
génico Vk1-39 humano y la sustitucién se disefia para expresar histidinas en las posiciones 105, 106, 108 y 111. En
aspectos particulares, la sustitucion es de tres codones no histidina del segmento génico Vk3-20 humano, y la
sustitucion se disefia para expresar histidinas en las posiciones 105, 106 y 109. En aspectos particulares, la
sustitucion es de cuatro codones no histidina del segmento génico Vk3-20 humano y la sustitucién se disefia para
expresar histidinas en las posiciones 105, 106, 107 y 109. En algunos aspectos, se describe un ratén o una rata, en
el que el raton o la rata, después de la estimulacién con un antigeno de interés, expresa una proteina de unién a
antigeno que se une especificamente al antigeno, en el que la proteina de unién a antigeno comprende una
secuencia de aminoacidos procedente de los segmentos génicos V. y J. humanos, y en el que la proteina de unién
a antigeno comprende al menos un resto de histidina en una posicién de aminoéacido codificado por el segmento
génico V. humano. En algunos aspectos, el ratdn o la rata expresa una poblacién de proteinas de unién a antigeno
en respuesta a un antigeno, en el que todas las proteinas de uniéon a antigeno en la poblacion comprenden: (a)
cadenas pesadas de inmunoglobulina que comprenden dominios variables de cadena pesada humana procedentes
de la secuencia de acido nucleico de region variable humana reordenada; y (b) cadenas ligeras de inmunoglobulina
que comprenden dominios variables de cadena ligera de inmunoglobulina procedentes de un reordenamiento de los
segmentos génicos V. y J. humanos en el genoma de la rata o del ratén, y en el que al menos uno de los
segmentos génicos V. humanos codifica uno o méas codones de histidina que no estan codificados por el segmento
génico V| de la linea germinal humana correspondiente.
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Aspectos adicionales describen métodos para crear un ratén o una rata que comprende un locus de inmunoglobulina
modificado, que comprende:

(a) modificar un genoma de un ratén o una rata para delecionar o hacer no funcional:
(i) segmentos génicos Vu, Dy y/o Ju de cadena pesada de inmunoglobulina funcional endégena, y
(ii) segmentos génicos V| y J. de cadena ligera de inmunoglobulina funcional endégena; y

(b) colocar en el genoma modificado de la rata o del ratén:

() una secuencia de acido nucleico de region variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana
reordenada en unién operativa con una secuencia de acido nucleico de regién constante de cadena pesada
de inmunoglobulina; y

(ii) uno o mas segmentos génicos de cadena ligera V. y J. de inmunoglobulina humana, pero menos que el
numero de segmentos de tipo silvestre, en unién operativa con una secuencia de acido nucleico de region
constante de cadena ligera de inmunoglobulina.

En algunos aspectos, la secuencia de acido nucleico de region variable de cadena pesada de inmunoglobulina
humana reordenada esta unida operativamente a una secuencia génica de region constante de cadena pesada de
raton o de rata seleccionada de un CH1, una bisagra, un CH2, un CH3 y una combinacién de los mismos. En
algunos aspectos, la secuencia de acido nucleico de region variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana
reordenada y los segmentos génicos de cadena ligera V| y J. de inmunoglobulina humana, se colocan en, o cerca
de, una secuencia de nucledtidos correspondiente del ratén o rata de tipo silvestre. En algunos aspectos, el ratén o
la rata comprende un locus de cadena pesada de inmunoglobulina que comprende un gen endégeno Adamé6a, un
gen Adam6b o ambos. En algunos aspectos, el ratdn o la rata comprende un gen Adam6a, un gen Adam6éb o ambos
en un locus ectdpico del genoma. En algunas realizaciones, la secuencia de acido nucleico de regién variable de
cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada codifica la secuencia de Vy3-23/GY/Jn4-4 (SEQ ID NO:
137) humana. En algunos aspectos, la secuencia de acido nucleico de regién constante de cadena ligera de
inmunoglobulina es una secuencia de acido nucleico de region constante Ck de rata o de ratén. En algunos
aspectos, los segmentos génicos de cadena ligera V| y J. de inmunoglobulina humana son capaces de reordenarse
y codificar un dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina humana. En algunos aspectos, la rata o el raton
comprende un locus de cadena ligera de inmunoglobulina que comprende dos segmentos génicos V. humanos,
Vk1-39y Vk3-20. En determinados aspectos, la rata o el raton comprende los segmentos génicos Jk1, Jk2, Jk3, Jk4,
y Jk5. En algunos aspectos, dos 0 mas, tres 0 mas, cuatro o mas, o cinco 0 mas segmentos génicos V. humanos y
dos o mas segmentos génicos J. humanos estan presentes en un locus de cadena ligera endégena. En algunos
aspectos, al menos uno de los segmentos génicos de cadena ligera V. o J. de inmunoglobulina humana codifica
uno o mas codones de histidina que no estan codificados por un segmento génico variable de cadena ligera de la
linea germinal humana correspondiente. En algunos aspectos, al menos uno de los segmentos génicos V.
comprende una adicion o una sustitucion de al menos un coddn no de histidina codificado por la secuencia del
segmento V. de la linea germinal humana correspondiente con un coddn de histidina. En determinados aspectos, el
codoén de histidina afadido o sustituido estd presente en la CDR3. En determinados aspectos, los segmentos
génicos V| humanos son los segmentos génicos Vk1-39 y Vk3-20 humanos, y cada uno de los segmentos génicos
Vk1-39 y Vk3-20 humanos comprenden la sustituciéon de al menos un codén no de histidina codificado por un
segmento génico V. de la linea germinal humana correspondiente con el codén de histidina. En aspectos
particulares, la sustitucion es de tres codones no histidina del segmento génico Vk1-39 humano, y en el que la
sustitucion se disefia para expresar histidinas en las posiciones 106, 108 y 111. En aspectos particulares, la
sustituciéon es de cuatro codones no histidina del segmento génico Vk1-39 humano, y en el que la sustitucién se
disefia para expresar histidinas en las posiciones 105, 106, 108 y 111. En aspectos particulares, la sustitucion es de
tres codones no histidina del segmento génico Vk3-20 humano y en el que la sustitucién se disefia para expresar
histidinas en las posiciones 105, 106 y 109. En aspectos particulares, la sustitucion es de cuatro codones no
histidina del segmento génico Vk3-20 humano, y la sustitucion se disefia para expresar histidina en las posiciones
105, 106, 107 y 109.

Aspectos adicionales describen métodos para obtener una secuencia de acido nucleico que codifica un dominio
variable de cadena ligera (V) de inmunoglobulina capaz de unirse a un antigeno independientemente de un dominio
variable de cadena pesada, que comprende:

(a) inmunizar a un ratén o a una rata con un antigeno de interés o con un inmundgeno del mismo, en el que el
raton o la rata comprende en su genoma (i) una secuencia de acido nucleico de region variable de cadena
pesada de inmunoglobulina humana reordenada unida operativamente a una secuencia de acido nucleico de
region constante de cadena pesada; y (ii) dos 0 mas segmentos génicos de region variable de cadena ligera (V.
y Ji) de inmunoglobulina, pero menos que el nimero de segmentos de tipo silvestre, unidos operativamente a
una secuencia de acido nucleico de regidn constante de cadena ligera;
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(b) permitir que el ratén o la rata cree una respuesta inmunitaria;
(c) aislar del ratén o de la rata inmunizados una célula que comprenda una secuencia de acido nucleico que
codifigue un dominio variable de cadena ligera que pueda unirse al antigeno; y

(d) obtener de la célula una secuencia de acido nucleico que codifique el dominio variable de la cadena ligera
(dominio V) que pueda unirse al antigeno.

En algunos aspectos, la etapa de aislamiento (c) se realiza mediante separacion de células activadas por
fluorescencia (FACS, siglas del inglés fluorescence-activated cell sorting) o citometria de flujo. En algunos aspectos,
la célula que comprende la secuencia de acido nucleico que codifica el dominio variable de cadena ligera que se une
al antigeno, es un linfocito. En determinados aspectos, el linfocito comprende linfocitos citoliticos naturales, linfocitos
T o linfocitos B. En algunos aspectos, el método comprende adicionalmente una etapa (c)’ de fusionar el linfocito con
una célula cancerosa. En determinados aspectos, la célula cancerosa es una célula de mieloma. En algunos
aspectos, la secuencia de acido nucleico de (d) se fusiona con una secuencia de acido nucleico que codifica una
secuencia de acido nucleico de la region constante de inmunoglobulina. En algunos aspectos, la secuencia de acido
nucleico de region constante de cadena ligera es una secuencia kappa humana o una secuencia lambda humana.
En algunos aspectos, la secuencia de acido nucleico de region constante de cadena pesada es una secuencia
humana seleccionada de un CH1, una bisagra, un CH2, un CH3 y una combinacién de los mismos. En algunos
aspectos, la secuencia de acido nucleico de (d) comprende una 0 mas sustituciones o inserciones de codones de
histidina que proceden del segmento génico V. no reordenado en el genoma del ratén o rata.

Aspectos adicionales descritos son métodos para crear una proteina de union a antigeno que comprende un dominio
variable de cadena ligera de inmunoglobulina que puede unirse a un antigeno independientemente de un dominio
variable de cadena pesada, que comprende:

(a) inmunizar a una rata 0 a un raton modificado genéticamente, con un primer antigeno que comprende un
primer epitopo o parte inmundégena del mismo, en el que el ratén o la rata comprende en su genoma:

() una secuencia de acido nucleico de region variable de cadena pesada humana reordenada unida
operativamente a una secuencia de acido nucleico de regién constante de cadena pesada; y

(i) dos 0 mas segmentos génicos de region variable de cadena ligera (VL y J.) de inmunoglobulina, pero
menos que el nimero de segmentos de tipo silvestre, unidos operativamente a una secuencia de acido
nucleico de regién constante de cadena ligera de inmunoglobulina;

(b) permitir que el raton o la rata cree una respuesta inmunitaria contra el primer epitopo o parte inmundgena del
mismo;

(c) aislar del raton o de la rata una célula que comprenda una secuencia de acido nucleico que codifique un
dominio variable de cadena ligera que se una especificamente al primer epitopo o parte inmunégena del mismo;

(d) obtener de la célula de (c) la secuencia de acido nucleico que codifica el dominio variable de cadena ligera
que se une especificamente al primer epitopo o parte inmunégena del mismo;

(e) emplear la secuencia de acido nucleico de (d) en una construccion de expresioén, fusionada a una secuencia
de acido nucleico de regién constante de inmunoglobulina humana; y

(f) expresar la secuencia de acido nucleico de (d) en una linea celular de produccién que exprese una cadena
pesada de inmunoglobulina humana que se una especificamente a un segundo antigeno o epitopo para formar
una proteina de unién a antigeno cuya cadena ligera esta codificada por el acido nucleico de (d) y que se una al
primer epitopo o parte inmundgena del mismo independientemente de la cadena pesada, y cuya cadena pesada
se una especificamente al segundo antigeno o epitopo.

En algunos aspectos, al menos uno de los segmentos génicos de cadena ligera V. 0 J. humana codifica uno o mas
codones de histidina que no estan codificados por un segmento génico variable de cadena ligera de la linea germinal
humana correspondiente. En algunos aspectos, el primer epitopo procede de un receptor de superficie celular. En
aspectos particulares, el receptor de superficie celular es un receptor Fc. En aspectos aun mas particulares, el
receptor Fc es el receptor Fc neonatal (FcRn, neonatal Fc receptor). En algunos aspectos, el segundo antigeno o
epitopo procede de un antigeno soluble. En algunos aspectos, el segundo antigeno o epitopo procede de un
receptor de superficie celular. En algunos aspectos, el primer antigeno es un receptor Fc, el segundo antigeno es
una proteina soluble, y la proteina de unién a antigeno comprende una o mas sustituciones e inserciones de
histidina procedentes del segmento génico V. en el genoma del ratén o de la rata.

Aspectos adicionales descritos son métodos para obtener una secuencia de acido nucleico que codifica un dominio

variable de cadena ligera (V) de inmunoglobulina capaz de unirse a un antigeno independientemente de un dominio
variable de cadena pesada, que comprende:
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(8) inmunizar a un ratbn o a una rata con un primer antigeno que comprende el primer epitopo o parte
inmunogena del mismo, en el que el ratéon o la rata comprende en su genoma: (i) una secuencia de acido
nucleico de region variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada unida operativamente a
un secuencia de acido nucleico de regién constante de la cadena pesada, y (ii) una secuencia de acido nucleico
de region variable de cadena ligera de inmunoglobulina humana no reordenada unida operativamente a una
secuencia de acido nucleico de regidn constante de cadena ligera;

(b) permitir que el ratén o la rata cree una respuesta inmunitaria;

(c) aislar del ratén o de la rata inmunizado una célula que comprenda una secuencia de acido nucleico que
codifigue un dominio variable de cadena ligera que pueda unirse al antigeno; y

(d) obtener de la célula una secuencia de acido nucleico que codifiqgue el dominio variable de cadena ligera
(dominio V) que pueda unirse al antigeno.

En algunos aspectos, la etapa de aislamiento (c) se realiza mediante separacion de células activadas por
fluorescencia (FACS) o citometria de flujo. En algunos aspectos, la célula que comprende la secuencia de acido
nucleico que codifica el dominio variable de cadena ligera que se une al antigeno es un linfocito. En determinados
aspectos, el linfocito comprende linfocitos citoliticos naturales, linfocitos T o linfocitos B. En algunos aspectos, el
método comprende adicionalmente: (c)’ fusionar el linfocito con una célula cancerosa. En determinados aspectos, la
célula cancerosa es una célula de mieloma. En algunos aspectos, la secuencia de acido nucleico de (d) se fusiona
con una secuencia de acido nucleico que codifica una secuencia de acido nucleico de la regién constante de
inmunoglobulina. En algunos aspectos, la secuencia de acido nucleico de la regidén constante de la cadena ligera es
una secuencia kappa o lambda humana. En algunos aspectos, la secuencia de acido nucleico de la region constante
de la cadena pesada es una secuencia humana seleccionada de un CH1, una bisagra, un CH2, un CH3 y una
combinacién de los mismos. En algunos aspectos, la secuencia de acido nucleico de (d) comprende una o mas
sustituciones o inserciones de codones de histidina que proceden del segmento génico V. no reordenado en el
genoma del ratén o de la rata.

Aspectos adicionales descritos son métodos para obtener una secuencia de acido nucleico que codifica un dominio
variable de cadena ligera (V) de inmunoglobulina capaz de unirse a un antigeno independientemente de un dominio
variable de cadena pesada, que comprende:

(8) inmunizar a un ratén o a una rata con un primer antigeno que comprende un primer epitopo o parte
inmunogena del mismo, en el que el ratéon o la rata comprende en su genoma: (i) una secuencia de acido
nucleico de region variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada unida operativamente a
un secuencia de acido nucleico de region constante de cadena ligera, y (ii) segmentos génicos de region variable
de cadena ligera (V. y J.) de inmunoglobulina unidos operativamente a una secuencia de acido nucleico de
regiéon constante de cadena pesada;

(b) permitir que el ratén o la rata cree una respuesta inmunitaria;

(c) aislar del ratén o de la rata inmunizado una célula que comprenda una secuencia de acido nucleico que
codifigue un dominio variable de cadena ligera que pueda unirse al antigeno; y

(d) obtener de la célula una secuencia de acido nucleico que codifique el dominio variable de la cadena ligera
(dominio V) que pueda unirse al antigeno.

En algunos aspectos, la etapa de aislamiento (c) se realiza mediante separacion de células activadas por
fluorescencia (FACS) o citometria de flujo. En algunos aspectos, la célula que comprende la secuencia de acido
nucleico que codifica el dominio variable de cadena ligera que se une al antigeno es un linfocito. En determinados
aspectos, el linfocito comprende linfocitos citoliticos naturales, linfocitos T o linfocitos B. En algunos aspectos, el
método comprende adicionalmente: (c)’ fusionar el linfocito con una célula cancerosa. En determinados aspectos, la
célula cancerosa es una célula de mieloma. En algunos aspectos, la secuencia de acido nucleico de (d) se fusiona
con una secuencia de acido nucleico que codifica una secuencia de acido nucleico de la regién constante de
inmunoglobulina. En algunos aspectos, la secuencia de acido nucleico de region constante de cadena ligera es una
secuencia kappa o lambda humana. En algunos aspectos, la secuencia de acido nucleico de regién constante de
cadena pesada es una secuencia humana seleccionada de un CH1, una bisagra, un CH2, un CH3 o una
combinacién de los mismos. En algunos aspectos, la secuencia de acido nucleico de (d) comprende una o mas
sustituciones o inserciones de codones de histidina que proceden del segmento génico V. no reordenado en el
genoma del ratén o rata.

Aspectos adicionales descritos son métodos para crear una proteina de union a antigeno que comprende un dominio

variable de cadena ligera de inmunoglobulina que puede unirse a un antigeno independientemente de un dominio
variable de cadena pesada, que comprende:
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(a) inmunizar a un ratébn o a una rata modificado genéticamente con un primer antigeno que comprende un
primer epitopo o una parte inmundgena del mismo, en el que el ratén o la rata comprende en su genoma:

() una secuencia de acido nucleico de region variable de cadena pesada humana reordenada unida
operativamente a una secuencia de acido nucleico de regién constante de cadena pesada; y

(i) segmentos génicos de regién variable de cadena ligera (VL. y J.) de inmunoglobulina humana no
reordenada unidos operativamente a una secuencia de acido nucleico de regién constante de cadena ligera;

(b) permitir que el raton o la rata cree una respuesta inmunitaria contra el primer epitopo o parte inmunégena del
mismo;

(c) aislar del raton o de la rata una célula que comprenda una secuencia de acido nucleico que codifique un
dominio variable de cadena ligera que se una especificamente al primer epitopo o parte inmunégena del mismo;

(d) obtener de la célula de (c) la secuencia de acido nucleico que codifique el dominio variable de cadena ligera
gue se una especificamente al primer epitopo o parte inmunégena del mismo;

(e) emplear la secuencia de acido nucleico de (d) en una construccion de expresioén, fusionada a una secuencia
de acido nucleico de regién constante de inmunoglobulina humana; y

(f) expresar la secuencia de acido nucleico de (d) en una linea celular de produccién que exprese una cadena
pesada de inmunoglobulina humana que se una especificamente a un segundo antigeno o epitopo para formar
una proteina de unién a antigeno cuya cadena ligera esta codificada por el acido nucleico de (d) y que se una al
primer epitopo o parte inmundgena del mismo independientemente de la cadena pesada, y cuya cadena pesada
se una especificamente al segundo antigeno o epitopo.

En algunos aspectos, al menos uno de los segmentos génicos de cadena ligera V. o J. humana codifica uno o mas
codones de histidina que no estan codificados por un segmento génico variable de cadena ligera de la linea germinal
humana correspondiente. En algunos aspectos, el primer epitopo procede de un receptor de superficie celular. En
determinados aspectos, el receptor de superficie celular es un receptor Fc. En aspectos particulares, el receptor Fc
es FcRn. En algunos aspectos, el segundo antigeno o epitopo procede de un antigeno soluble. En algunos
aspectos, el segundo antigeno o epitopo procede de un receptor de superficie celular. En algunos aspectos, el
primer antigeno es un receptor Fc, el segundo antigeno es una proteina soluble y la proteina de unién a antigeno
comprende una o mas sustituciones e inserciones de histidina procedentes del segmento génico V. en el genoma
del ratén o la rata.

Aspectos adicionales descritos son métodos para crear una proteina de union a antigeno que comprende un dominio
variable de cadena ligera de inmunoglobulina que puede unirse a un antigeno independientemente de un dominio
variable de cadena pesada, que comprende:

(a) inmunizar a un ratébn o a una rata modificado genéticamente con un primer antigeno que comprende un
primer epitopo o parte inmundgena del mismo, en el que el ratdn o la rata comprende en su genoma:

() una secuencia de acido nucleico de region variable de cadena pesada de inmunoglobulina reordenada
unida operativamente a una secuencia de acido nucleico de region constante de cadena ligera; y

(i) segmentos génicos de regidn variable de cadena ligera (VL. y J.) de inmunoglobulina humana no
reordenada unidos operativamente a una secuencia de acido nucleico de regién constante de cadena
pesada;

(b) permitir que el raton o la rata cree una respuesta inmunitaria contra el primer epitopo o parte inmunégena del
mismo;

(c) aislar del raton o de la rata una célula que comprenda una secuencia de acido nucleico que codifique un
dominio variable de cadena ligera que se una especificamente al primer epitopo o parte inmunégena del mismo;

(d) obtener de la célula de (c) la secuencia de acido nucleico que codifique el dominio variable de cadena ligera
gue se una especificamente al primer epitopo o parte inmunégena del mismo;

(e) emplear la secuencia de acido nucleico de (d) en una construccion de expresion, fusionada a una secuencia
de acido nucleico de regién constante de inmunoglobulina humana; y

(f) expresar la secuencia de acido nucleico de (d) en una linea celular de produccién que exprese una cadena
pesada de inmunoglobulina humana que se una especificamente a un segundo antigeno o epitopo para formar
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una proteina de unién a antigeno cuya cadena ligera esté codificada por el acido nucleico de (d) y que se una al
primer epitopo o parte inmundgena del mismo independientemente de la cadena pesada, y cuya cadena pesada
se una especificamente al segundo antigeno o epitopo.

En algunos aspectos, al menos uno de los segmentos génicos V. o J. de la cadena ligera humana codifica uno o
mas codones de histidina que no estan codificados por un segmento génico variable de cadena ligera de la linea
germinal humana correspondiente. En algunos aspectos el primer epitopo procede de un receptor de superficie
celular. En determinados aspectos, el receptor de superficie celular es un receptor Fc. En aspectos particulares, el
receptor Fc es FcRn. En algunos aspectos, el segundo antigeno o epitopo procede de un antigeno soluble. En
algunos aspectos, el segundo antigeno o epitopo procede de un receptor de superficie celular. En algunos aspectos,
el primer antigeno es un receptor Fc, el segundo antigeno es una proteina soluble y la proteina de unioén a antigeno
comprende una o mas sustituciones e inserciones de histidina procedentes del segmento génico V. en el genoma
del ratén o de la rata.

Breve descripcion de los dibujos

La FIG. 1 ilustra esquemas de la construccion de un mini locus (“mini locus UHC”") de dominio variable de cadena
pesada reordenada, que comprende una secuencia de nucleétidos de region variable (Vy3-23/D/Jn4; SEQ ID
NO: 136) de inmunoglobulina humana reordenada y un intrén de Ju4 (SEQ ID NO: 140), que estan unidos
operativamente a un promotor V43-23 humano (SEQ ID NO: 139). El mini locus UHC se flanqueé en 5’ y 3’ con
brazos de homologia de ratén. En la Etapa 1 (Ligamiento I-Ceul/Spel (Amp+Espec)), entre los sitios I-Ceul y
Spel, cadena arriba del promotor, se introdujo un casete de selecciobn de espectinomicina para generar
pJSh0038 (minilocus UHC).

La FIG. 2 ilustra esquemas de (A) direccionamiento de un casete de seleccidn de higromicina (EM7-HIG) en el
extremo 5’ del clon MAID 1115 BAC (2. BHR (Hig+Kan)); y (B) direccionamiento del minilocus UHC (pJSh0038)
en el clon V1432 BAC (3. BHR (Espec+Hig)), en el locus de IgM cadena arriba.

La FIG. 3 ilustra esquemas de (A) direccionamiento de la construccién pDBa0049 que comprende un casete de
cloranfenicol en el extremo 3’ del clon VI421, que comprende, de 5" a 3, un gen Adam6a (presente en una
direccion 3’ a 5'); un casete de neomicina (presente en una direcciéon de 3’ a 5’) flanqueado por sitios FRT; un
gen Adaméb (presente en una direccién 3’ a 5’); la Region de Control Intergénica 1 (IGCR1, Intergenic Control
Region 1; una region reguladora de recombinacion V(D)J clave)); y un casete de espectinomicina (presente en
una direccion 5" a 3') (4. BHR (Cm+Kan)); y (B) direccionamiento del locus genémico del clon V1444 BAC que
contiene los genes Adame6a y 6b en el locus gendmico de cadena pesada universal (UHC, universal heavy chain)
cadena arriba del clon V1443 BAC entre los sitios I-Ceul y Ascl mediante digestion con enzimas de restriccion y
ligamiento (ligamiento 5. I-Ceul/Ascl (Hig+Kan)).

La FIG. 4 ilustra esquemas de (A) direccionamiento de la construccién final (ADN de MAID6031 BAC) en células
ES aisladas del raton heterocigoto 1661; y muestra (B) la localizacion genémica de las sondas y de los
cebadores utilizados en los ensayos de exploracion.

La FIG. 5 muestra un listado de anticuerpos en la base de datos ASAP de Regeneron Pharmaceuticals que
contienen secuencias de CDR3 similares a las de la secuencia CDR3 de UHC (AKDYSNYYFDY, SEQ ID NO:
143).

La FIG. 6 ilustra la organizacion genémica del ADN del cromosoma artificial bacteriano (BAC, Bacterial Artificial
Chromosome) 6031 y células ES heterocigotas 6031, y la localizacion gendémica de los cebadores y de las
sondas utilizados en los ensayos de exploracion.

La FIG. 7 muestra un listado de cebadores y sondas utilizados para confirmar una pérdida de alelo (LOA, loss of
allele), una ganancia de alelo (GOA, gain of allele) o un alelo parental (parental) en los ensayos de exploracion.

La FIG. 8 muestra secuencias de cebadores y sondas utilizados en los ensayos de exploracion.

La FIG. 9 ilustra la estructura genomica del locus de cadena pesada de inmunoglobulina de ratones FO
modificados genéticamente, que contiene una copia del alelo diana (incluyendo los genes Adam6a/6b y la
secuencia de nucleétidos de region variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada (hVy3-
23)D)Ju4;). (A) MAID 6031 het: un ratdn FO heterocigoto que comprende un locus de cadena pesada de
inmunoglobulina modificado genéticamente con un casete de seleccién; (B) MAID 6032 het: un ratén FO
heterocigoto que comprende un locus de cadena pesada de inmunoglobulina modificado genéticamente sin un
casete de seleccion.

La FIG. 10 muestra el resultado del analisis de separacion de células activadas por fluorescencia (FACS) de

células de la médula 6sea aisladas de un ratén heterocigoto 6032 o de tipo silvestre. Panel superior: células de
médula ésea aisladas de un ratén heterocigoto 6032 FO o de tipo silvestre se seleccionaron en singletes y se
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separaron basandose en la expresion de CD19 (un marcador de linfocitos B) y de CD3 (un marcador de linfocitos
T). Panel inferior: linfocitos B seleccionados CD19+- se separaron basandose en la presencia de anticuerpos
IgM (anticuerpos producidos a partir de un alelo de tipo silvestre; alelo B6) o anticuerpos IgM? (anticuerpos
producidos a partir del alelo modificado genéticamente (alelo 129) que codifica un dominio variable de cadena
pesada reordenada (hVy3-23(D)JH4).

La FIG. 11 muestra el resultado del analisis FACS de esplenocitos aislados de un raton heterocigoto 6032 o de
tipo silvestre. Panel superior: esplenocitos aislados de un raton heterocigoto 6032 FO o de tipo silvestre se
seleccionaron en singletes y se separaron basandose en la expresién de CD19 (un marcador de linfocitos B) y de
CD3 (un marcador de linfocitos T) Panel inferior: linfocitos B seleccionados CD19+- se separaron basandose en
la presencia de anticuerpos IgM (anticuerpos producidos a partir de un alelo de tipo silvestre; alelo B6) o
anticuerpos IgM?* (anticuerpos producidos a partir del alelo modificado genéticamente (alelo 129) que codifica un
dominio variable de cadena pesada reordenada (hVy3-23(D)Jn4).

La FIG. 12 muestra el resultado del analisis FACS de las células sanguineas aisladas de un raton heterocigoto
6032 o de tipo silvestre. Panel superior: células sanguineas aisladas de un ratén heterocigoto 6032 FO o de tipo
silvestre se seleccionaron en singletes y se separaron basandose en la expresién de CD19 (un marcador de
linfocitos B) y de CD3 (un marcador de linfocitos T). Panel inferior: linfocitos B seleccionados CD19+- se
separaron basandose en la presencia de anticuerpos IgMb (anticuerpos producidos a partir de un alelo de tipo
silvestre; alelo B6) o anticuerpos IgM? (anticuerpos producidos a partir del alelo modificado genéticamente (alelo
129) que codifica un dominio variable de cadena pesada reordenada (hVy3-23(D)Jn4).

La FIG. 13A muestra los resultados del anaI|S|s FACS del nimero total de linfocitos B inmaduros CD19+
(CD19+IgD'”tIg Mhi) y maduros (CD19+IgM IgD ) en bazos extraidos de ratones de tipo silvestre (TS) y
homocigotos (6032HO) de una secuencia de nucleétidos de regién variable de inmunoglobulina humana
reordenada (V13-23/D/Jw4). Panel superior: células de bazo aisladas de un raton de tipo silvestre u homocigoto
6032 F2 se seleccionaron en singletes y se separaron basandose en la expresion de CD19 (un marcador de
linfocitos B) y de CD3 (un marcador de linfocitos T). El panel inferior muestra graficas de contorno
representativas de esplenocitos seleccionados en CD19+ y tefiidos para inmunoglobulina D (IgD) e
inmunoglobulina M (IgM) de un raton de tipo silvestre (TS) y un raton homocigoto para una secuencia de
nucleétidos de region variable de inmunoglobulina humana de cadena pesada reordenada (Vu3-23/D/Jn4).
Dentro de cada region seleccionada se muestra el porcentaje de células.

La FIG. 13B muestra el nimero total de linfocitos B (CD19+), linfocitos B maduros (CD19+IgD IgMI ) y linfocitos
B inmaduros (CD19+IgD'”‘IgM " en bazos extraidos de ratones de tipo silvestre (TS) y homocigotos para una
secuencia de nucle6tidos de region variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada (Vy3-
23/DIJn4).

La FIG. 13C muestra graficas de contorno representativas de esplenocitos IgA+ e Igk+ seleccionados en CD19+
de un ratén de tipo silvestre (TS) y un ratén homocigoto (6032HO) para una secuencia de nucleétidos de region
variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada (V13-23/D/Jn4).

La FIG. 13D muestra el nUmero total de linfocitos B (CD19+), linfocitos B Igk+ (CD19+Igkappa+) y linfocitos B
Igh+ (CD19+Ig-lambda+) en bazos extraidos de ratones de tipo silvestre (TS) y homocigotos para una secuencia
de nucledtidos de regién variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada (V13-23/D/Jn4).

La FIG. 13E muestra el desarrollo de linfocitos B periféricos en un ratén de tipo silvestre y ratones homocigotos
para una secuencia de nucleétidos de regién variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana
reordenada (Vy3-23/D/Jn4). La primera columna (izquierda) de las gréaficas de contorno muestran esplenocitos
CD93+y B220+ seleccionados en CD19+ indicando linfocitos B inmaduros y maduros. La segunda columna
(central) de la gréfica de contorno muestra la expresion de IgM+ y CD23+ en linfocitos B inmaduros indicando
poblaciones de linfocitos B T1 (IgD-lgM+CD21'°CD23-), T2 (IgD"IgM"CD21™CD23+) y T3. La tercera columna
(derecha) de la grafica de contorno muestra la expresion de linfocitos B maduros CD21+(CD35+) e IgM+
indicando una primera poblacion mas pequefia que da lugar a linfocitos B de la zona marginal y a una segunda
poblacién que da lugar a linfocitos B foliculares (FO). Dentro de cada region seleccionada se muestra el
porcentaje de células.

La FIG. 14A muestra graficas de contorno representativas de médula 6sea tefiida para linfocitos By T (CD19+ y
CD3+, respectivamente) de un ratén de tipo silvestre (TS) y un ratén homocigoto para una secuencia de
nucleétidos de region variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada (Vn3-23/D/Jn4).

La FIG. 14B muestra el nimero absoluto de células (izquierda), el nimero total de células (centro) y el nimero
total de linfocitos B (CD19+) (derecha) en médula 6sea aislada de los fémures de ratones de tipo silvestre (TS) y
homaocigotos para la secuencia de nucleétidos de regién variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana
reordenada (Vn3-23/D/Jn4).
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La FIG. 14C muestra graficas de contorno representativas de médula 6ésea seleccionada en singletes tefiida para
inmunoglobulina M (IgM) y B220 de un ratén de tipo silvestre (TS) y un raton homocigoto para una secuencia de
nucleétidos de region variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana (Vy3-23/D/Jn4) reordenada. En
cada una de las gréaficas de contorno se indican linfocitos B inmaduros, maduros y pro/pre linfocitos B.

La FIG. 14D muestra el nimero total de linfocitos B maduros (BZZO“'IgM+) e inmaduros (B220™IgM+) en médula
Osea aislada de los fémures de ratones de tipo silvestre (TS) y homocigotos para una secuencia de nucleotidos
de regidn variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada (Vn3-23/D/Jw4).

La FIG. 14E muestra graficas de contorno representativas de médula 6ésea seleccionada en singletes tefiida para
inmunoglobulina M (IgM) y B220 de un ratén de tipo silvestre (TS) y de ratones homocigotos para una secuencia
de nucleétidos de region variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada (Vy3-23/D/Ju4) En
cada una de las gréaficas de contorno se ubican linfocitos B inmaduros, maduros y pro/pre linfocitos B.

La FIG. 14F muestra gréficas de contorno representativas de médula 6sea seleccionada en linfocitos B
inmaduros (B220™IgM+) y maduros (8220h'IgM+) tefiida para la expresién de Igk e IgA aislada de los fémures de
un raton de tipo silvestre (TS) y de ratones homocigotos para una secuencia de nucleétidos de regién variable de
cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada (Vy3-23/D/Jn4).

La FIG. 15 muestra los niveles de migG especificas de antigeno en los sueros de ratén (FO y F1 de tipo silvestre
0 6031 HET) los dias 15 y 24 después de la inmunizacién en las almohadillas plantares.

La FIG. 16 muestra la secuencia de nucleétidos optimizada con codones y la secuencia de aminoacidos
deducida de hVy3-23 (D4-4_Fase de Lectura 3)Ju6 (SEQ ID NO: 145).

La FIG. 17 muestra la secuencia de nucleétidos optimizada con codones y la secuencia de aminoacidos
deducida de hVy3-23 (D4-4_Fase de Lectura 2)Ju6 (SEQ ID NO: 146).

La FIG. 18 muestra la secuencia de nucleétidos optimizada con codones y la secuencia de aminoacidos
deducida de hVy3-23 (D4-4_Fase de Lectura 3)Ju4 (SEQ ID NO: 147).

La FIG. 19 muestra la secuencia de nucleétidos optimizada con codones y la secuencia de aminoacidos
deducida de hVy3-23 (D4-4_Fase de Lectura 2)Ju4 (SEQ ID NO: 148).

La FIG. 20 muestra ejemplos de dos locus de doble cadena ligera (DLC, dual light chain) modificados
genéticamente. El locus de la parte superior (DLC-5J) contiene un fragmento de ADN humano modificado por
ingenieria genética que contiene dos segmentos génicos Vk humanos y cinco segmentos génicos Jk humanos.
El locus de la parte inferior (DLC-1J) contiene un fragmento de ADN humano modificado por ingenieria genética
gue contiene dos segmentos génicos VK humanos y un segmento génico Jk humano. Cada locus puede
reordenarse para formar una regién Vk humana unida operativamente a una region constante de cadena ligera
endogena (por ejemplo, una Ck). Se muestran promotores de inmunoglobulina (P, flecha blanca encima del
locus), exones lider (L, flechas blancas cortas) y los dos segmentos génicos Vk humanos (flechas blancas
largas), todos ellos flanqueados cadena arriba (5) por un casete de neomicina que contiene sitios de
recombinacion Frt. Las secuencias sefal de recombinacion modificadas por ingenieria genética con cada uno de
los segmentos génicos (Vk y JK) humanos se indican con évalos blancos yuxtapuestos con cada segmento
génico. En la mayoria de los aspectos, a menos que se indique de otra manera, las formas oscuras y las lineas
continuas representan secuencias de raton, y las formas blancas y las lineas dobles representan secuencias
humanas. Los diagramas no se presentan a escala.

Las FIGS. 21A-21C muestran una estrategia general de construccion de un vector diana para la modificacién por
ingenieria genética de un locus kappa de inmunoglobulina que comprende dos segmentos Vk humanos (hVk1-39
y hVk3-20) y un segmento Jk humano (JK5), asi como potenciadores de ratén y un brazo de IgkC. La FIG. 21D
muestra la introducciéon de este vector diana en células ES y la generacion de ratones heterocigotos con el
mismo; mientras que la FIG. 21E muestra la delecion del casete de seleccién en células ES utilizando la enzima
FLP. En la mayoria de los aspectos, salvo que se indique de otra manera, las formas oscuras y las lineas
continuas representan secuencias de raton, y las formas blancas y las lineas dobles representan las secuencias
humanas. Los diagramas no se presentan a escala.

Las FIGS. 22A-22D muestran la secuencia de nucledtidos (SEQ ID NO: 82) de la parte del locus k de
inmunoglobulina modificada por ingenieria genética que comprende dos segmentos Vk humanos (hVk1-39 y
hVk3-20) y un segmento Jk humano; la secuencia de nuclettidos abarca la secuencia humana modificada por
ingenieria genética y comprende 100 pares de bases de la secuencia de ratéon endégena en ambos extremos 5’ y
3'. La parte inferior de la FIG. 22D explica diferentes fuentes utilizadas para representar las diversas secuencias.

Las FIGS. 23A-23B muestran una estrategia general para la construccién de un vector diana para la modificacién
por ingenieria genética de un locus kappa de inmunoglobulina que comprende dos segmentos VK humanos
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(hVk1-39 y hVk3-20) y cinco segmentos Jk humanos, asi como potenciadores de ratén y un brazo de IgkC. La
FIG. 23C muestra la introduccion de este vector diana en células ES y la generaciéon de ratones heterocigotos
con el mismo; mientras que la FIG. 23D muestra la delecion del casete de seleccion en células ES utilizando la
enzima FLP. En la mayoria de los aspectos, salvo que se indique de otra manera, las formas oscuras y las lineas
continuas representan secuencias de raton, y las formas blancas y las lineas dobles representan secuencias
humanas. Los diagramas no se presentan a escala.

Las FIGS. 24A-24D muestran la secuencia de nucleétidos (SEQ ID NO: 83) del locus k de inmunoglobulina
modificado por ingenieria genética que comprende dos segmentos Vk humanos (hVk1-39 y hVk3-20) y cinco
segmentos Jk humanos; la secuencia de nucleétidos abarca la secuencia de raton enddégena modificada por
ingenieria genética y de 100 pares de bases en ambos extremos 5’ y 3'. La parte inferior de la FIG. 24D explica
diferentes fuentes utilizadas para representar diversas secuencias.

La FIG. 25A, en el panel superior, muestra graficas de contorno representativas de médula 6sea tefiida para
linfocitos B y T (CD19+y CD3+, respectivamente) de un ratén de tipo silvestre (TS) y un ratébn homocigoto para
dos segmentos génicos Vk humanos y cinco segmentos génicos Jk humanos (DLC-5J). El panel inferior muestra
gréaficas de contorno representativas de médula dsea seleccionada en CD19+ y tefiida para ckit+ y CD43+ de un
ratén de tipo silvestre (TS) y un raton homocigoto para dos segmentos génicos VK humanos y cinco segmentos
génicos Jk humanos (DLC-5J). En las graficas de contorno del panel inferior se observan pro y pre linfocitos B.

La FIG. 25B muestra el numero de pro (CD19+CD43+ckit+) y pre (CD19+CD43-ckit-) linfocitos B en médula 6sea
extraida de los fémures de ratones de tipo silvestre (TS) y homocigotos para dos segmentos génicos Vk
humanos y cinco segmentos génicos Jk humanos (DLC-5J).

La FIG. 26A muestra graficas de contorno representativas de médula 6ésea seleccionada en singletes tefiida para
inmunoglobulina M (IgM) y B220 de un ratén de tipo silvestre (TS) y de un ratén homocigoto para dos segmentos
génicos Vk humanos y cinco segmentos génicos Jk humanos (DLC-5J). En cada una de las gréaficas de contorno
se indican los linfocitos B inmaduros, maduros y pro/pre.

La FIG. 26B muestra el nimero total de linfocitos B (CD19+), linfocitos B inmaduros (BZZO"“IgM+) y linfocitos B
maduros (8220 'lgM+) en médula 6sea aislada de los fémures de ratones de tipo silvestre (TS) y ratones
homocigotos para dos Vk humanos y cinco segmentos génicos Jk humanos (DLC-5J).

La FIG. 27A muestra graficas de contorno representativas de médula dsea seleccionada en singletes tefiidas
para inmunoglobulina M (IgM) y B220 de un ratén de tipo silvestre (TS) y de un ratdn homocigoto para dos
segmentos génicos Vk humanos y cinco segmentos génicos Jk humanos (DLC-5J). En cada una de las gréaficas
de contorno se indican los linfocitos B inmaduros, maduros y pro/pre.

La FIG. 27B muestra gréficas de contorno representativas de médula ésea seleccionada en linfocitos B
inmaduros (BZZO'”tIgM+) y maduros (BZZO 'lgM+) tefiidos para la expresion de Igk e IgA aislados de los fémures
de un raton de tipo silvestre (TS) y de un ratdbn homocigoto para dos segmentos génicos Vk humanos y cinco
segmentos génicos Jk humanos (DLC-5J).

La FIG. 28A, en el panel superior, muestra graficas de contorno representativas de esplenocitos seleccionados
en singletes y tefiidos para linfocitos By T (CD19+y CD3+, respectivamente) de un ratén de tipo silvestre (TS) y
de un raton homocigoto para dos segmentos génicos Vk humanos y cinco Jk humanos (DLC-5J). El panel inferior
muestra graficas de contorno representativas de esplenocitos seleccionados en CD19+ y tefiidos para
inmunoglobulina D (IgD) e inmunoglobulina M (IgM) de un ratén de tipo silvestre (TS) y de uno homocigoto para
dos segmentos génicos Vk humanos y cinco segmentos génicos Jk humanos (DLC)-5J). En cada una de las
gréaficas de contorno se indican los linfocitos B maduros (54 para TS, 56,9 para DLC-5J) y transicionales (23,6
para TS, 25,6 para DLC-5J).

LA FIG. 28B muestra el numero total de linfocitos B CD19+, linfocitos B transicionales (CD19+IgM IgDIo) y
linfocitos B maduros (CD19+IgM'°'gDh|) en bazos extraidos de ratones de tipo silvestre (TS) y homocigotos para

dos segmentos génicos Vk humanos y cinco segmentos génicos Jk humanos (DLC-5J).

La FIG. 29A muestra graficas de contorno representativas de esplenocitos IgA+ e Igk+ seleccionados en CD19+
de un raton de tipo silvestre (TS) y de un ratdbn homocigoto para dos segmentos génicos Vk humanos y cinco
segmentos génicos Jk humanos (DLC-5J).

La FIG. 29B muestra el numero total de linfocitos B (CD19+), linfocitos B Igk+ (CD19+Igk+) y linfocitos B IgA+
(CD19+IgA+) en bazos extraidos de ratones de tipo silvestre (TS) y homocigotos para dos segmentos génicos Vk
humanos y cinco segmentos génicos Jk humanos (DLC-5J).

La FIG. 30A muestra el desarrollo de linfocitos B periféricos en ratones homocigotos para dos segmentos
génicos VK humanos y cinco Jk humanos. La primera gréfica de contorno (extremo izquierdo) muestra
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esplenocitos CD93+ y B220+ seleccionados en CD19+ que indica linfocitos B inmaduros (39,6) y maduros (57,8).
La segunda grafica de contorno (parte superior central) muestra la expresion de IgM+ y CD23+ en linfocitos B
inmaduros indicando poblaciones de linfocitos T1 (33,7; IgD-IgM+CD21'°CD23-), T2 (21,2
IgD"IgM™CD21™CD23+) y T3 (29,1). La tercera grafica de contorno (parte inferior central) muestra la expresion
de linfocitos B maduros CD21+(CD35+) e IgM+ que indica una pequefia poblacion (14,8) que da lugar a linfocitos
B de la zona marginal y una segunda poblacion (70,5) que da lugar a linfocitos B foliculares (FO). La cuarta
gréafica de contorno (parte superior derecha) muestra la expresion de B220+ y CD23+ en linfocitos B maduros
indicando poblaciones de linfocitos B de la zona marginal (90,5; ZM) y precursores de la zona marginal (7,3;
Ith'IgDh'CD21h'CD23+). La quinta gréafica de contorno (inferior derecha) muestra la expresion de IgD+ e IgM+ en
linfocitos B maduros indicando poblaciones de linfocitos B FO-I (79,0; IgD"IgM°CD21™¢CD23+) y FO-II (15,1;
IgD"IgM™CD21™CD23+). Dentro de cada region seleccionada se muestra el porcentaje de células.

La FIG. 30B muestra el desarrollo de linfocitos B periféricos en ratones de tipo silvestre. La primera grafica de
contorno (extremo izquierdo) muestra esplenocitos CD93+y B220+ seleccionados en CD19+ indicando linfocitos
B inmaduros (31,1) y maduros (64,4). La segunda grafica de contorno (central superior) muestra la expresion de
IgM+ y CD23+ en linfocitos B inmaduros indicando poblaciones de linfocitos B T1 (28,5; IgD-IgM+CD21'°CD23-),
T2 (28,7; IgD"IgM™CD21™¢CD23+) y T3 (30,7). La tercera grafica de contorno (central inferior) muestra la
expresion de CD21+ (CD35+) e IgM+ de linfocitos B maduros indicando una pequefa poblacién (7,69) que da
lugar a linfocitos B de la zona marginal y una segunda poblacion (78,5) que da lugar a linfocitos B foliculares
(FO). La cuarta grafica de contorno (derecha superior) muestra la expresién de B220+ y CD23+ en linfocitos B
maduros indicando poblaciones de linfocitos B de la zona marginal (79,9; MZ) y precursores de la zona marginal
(29,4, Ith'IgDh'CDZlh'CD23+). La quinta grafica de contorno (derecha inferior) muestra la expresion de IgD+ e
IgM+ en linfocitos B maduros indicando poblaciones de linfocitos B FO-I (83,6; IgD"IgM°CD21™‘CD23+) y FO-II
(13,1; IgD"IgM™CD21™¢CD23+). Dentro de cada region seleccionada se muestra el porcentaje de células.

La FIG. 31 muestra el numero total de poblaciones de linfocitos B transicionales, de la zona marginal y folicular
en bazos extraidos de ratones de tipo silvestre (TS) y homocigotos para dos segmentos génicos Vk humanos y
cinco Jk humanos (DLC-5J).

La FIG. 32 muestra la expresion relativa de ARNm en médula 6sea (eje y) de cadenas ligeras procedentes de
Vk3-20 y de Vk1-39 en un ensayo de PCR cuantitativa utilizando sondas especificas para los segmentos génicos
Vk3-20 0 Vk1-39 en ratones homocigotos para un reemplazo de los segmentos génicos VK y Jk endégenos con
segmentos génicos VK y Jk humanos (Hk) (cadena ligera humana de un ratén VELOCIMMUNE®), en ratones de
tipo silvestre (TS), en ratones homocigotos para dos segmentos génicos Vk humanos y cinco segmentos génicos
Jk humanos (DLC-5J) y en ratones homocigotos para dos segmentos génicos VK humanos y un segmento
génico Jk humano (DLC-1J). Las sefiales se normalizan con respecto a la expresion de Ck de raton. ND: no
detectado.

La FIG. 33 muestra la expresion relativa de ARNm en bazos completos (eje y) de las cadenas ligeras
procedentes de Vk3-20 y Vk1-39 en un ensayo de PCR cuantitativa utilizando sondas especificas para los
segmentos génicos Vk3-20 o0 Vk1-39 en ratones homocigotos para un reemplazo de los segmentos génicos VK y
Jk enddgenos con los segmentos génicos VK y Jk humanos (Hk) (cadena ligera humana de un ratén
VELOCIMMUNE®), en ratones de tipo silvestre (TS), en ratones homocigotos para dos segmentos génicos Vk
humanos y cinco segmentos génicos Jk humanos (DLC-5J) y en ratones homocigotos para dos segmentos
génicos Vk humanos y un segmento génico Jk humano (DLC-1J). Las sefiales se normalizan con respecto a la
expresion de Ck de ratén. ND: no detectado

La FIG. 34 muestra la secuencia y las propiedades (% de contenido GC, N, % de emparejamiento erréneo, Tf) de
cebadores seleccionados por mutagénesis utilizados para modificar por ingenieria genética cuatro restos de
histidina en las CDR3 de la secuencia de la cadena ligera Vk1-39 y Vk3-20 humana. En la Tabla indicada mas
adelante se incluyen las SEQ ID NO de estos cebadores utilizados en el Listado de Secuencias. F = cebador
directo (forward), R = cebador inverso (reverse).

La FIG. 35A muestra la introduccién de un vector diana que comprende dos segmentos de la cadena ligera Vk
humana, cada uno de ellos sustituido con cuatro restos de histidina y cinco Jkx humanos en células ES y la
generacion de ratones heterocigotos con el mismo; mientras que la FIG. 35B muestra la delecién del casete de
seleccién en células ES utilizando la enzima FLPo. En la mayoria de los aspectos, salvo que se indique de otra
manera, las formas oscuras y las lineas continuas representan secuencias de ratén y las formas blancas y las
lineas dobles representan secuencias humanas. Los diagramas no se presentan a escala.

La FIG. 36 muestra la secuencia y las propiedades (% de contenido GC, N, % de emparejamiento erroneo, Tf) de
cebadores seleccionados por mutagénesis utilizados para modificar por ingenieria genética tres restos de
histidina en las CDR3 de la secuencia de cadena ligera Vk1-39 y Vk3-20. En la Tabla indicada mas adelante se
incluyen las SEQ ID NO de estos cebadores utilizados en el Listado de Secuencias. F = cebador directo, R =
cebador inverso.
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La FIG. 37A muestra la introduccion de un vector diana que comprende dos segmentos de cadena ligera VK
humana, cada uno de ellos sustituido con tres restos de histidina y cinco Jkx humanos en células ES y la
generacion de ratones heterocigotos con el mismo; mientras que la FIG. 37B muestra la delecién del casete de
seleccién en células ES utilizando la enzima FLPo. En la mayoria de los aspectos, salvo que se indique de otra
manera, las formas oscuras y las lineas continuas representan secuencias de ratén, y las formas blancas y las
lineas dobles representan secuencias humanas. Los diagramas no se presentan a escala.

La FIG. 38A muestra el alineamiento de la secuencia de aminoacidos codificada por la secuencia Vk3-20 de la
linea germinal humana (secuencia inferior) con traduccién de aminoacidos ejemplares de la secuencia variable
de la cadena kappa ligera de IgM expresada en un ratén que comprende dos segmentos kappa V (Vk3-20 y Vk1-
39 ), cada uno de ellos sustituido con 3 restos de histidina en la secuencia de la CDR3 (secuencia superior); el
alineamiento muestra la secuencia variable de cadena kappa de IgM expresada en un ratén que conservo las
tres sustituciones de histidina introducidas en la secuencia de la linea germinal. La FIG. 38B muestra el
alineamiento de la secuencia de aminoacidos codificada por la secuencia Vk1-39 de la linea germinal humana
(secuencia inferior en cada alineamiento) con traduccion de aminoacidos ejemplares de la secuencia variable de
la cadena kappa ligera de IgM expresada en un ratén que comprende dos segmentos kappa V (Vk3-20 y Vk1-
39), cada uno de ellos sustituido con 3 restos de histidina en la secuencia de la CDR3 (secuencia superior en
cada alineamiento); el alineamiento superior muestra la secuencia variable de la cadena kappa de IgM
expresada en un ratén que conservo las tres modificaciones de histidina introducidas en la secuencia de la linea
germinal, el alineamiento inferior muestra una secuencia variable de la cadena kappa de IgM expresada en un
raton que conservo dos de las tres modificaciones de histidina introducidas en la secuencia de la linea germinal .
En algunos aspectos, la histidina introducida en la dltima posicion de Vk puede perderse durante el
reordenamiento V-J.

La FIG. 39 ilustra la estructura genémica de ratones F2 modificados genéticamente que comprenden una
secuencia de acido nucleico de region variable de cadena pesada reordenada en los locus de la cadena pesada
(MAID6032; “ratdbn UHC") y que adicionalmente comprende locus de cadena ligera modificados genéticamente
gue contienen dos segmentos génicos Vk humanos (por ejemplo, un segmento génico Vk1-39 humano y Vk3-20
humano) y cinco segmentos génicos Jk humanos (hJk1-5; DLC-5J) (MAID 1912HO).

La FIG. 40A, en el panel superior, muestra graficas de contorno representativas de esplenocitos seleccionados
en singletes y tefiidos para linfocitos B y T (CD19+ y CD3+, respectivamente), de ratones de control modificados
genéticamente (VI3; 1293HO 1460HO) y ratones homocigotos para una secuencia de acido nucleico de la regién
variable de la cadena pesada reordenada en el locus de la cadena pesada y dos segmentos génicos Vk
humanos y cinco Jk humanos en los locus de la cadena ligera (MAID 1912HO 6032 HO; DLC x UHC). El panel
inferior muestra graficas de contorno representativas de esplenocitos seleccionados en CD19+ y tefiidos para
inmunoglobulina D (IgD) e inmunoglobulina M (IgM) de ratones de control modificados genéticamente (VI3;
1293HO 1460HO) y ratones homocigotos para una secuencia de acido nucleico de region variable de cadena
pesada reordenada en los locus de la cadena pesada y dos segmentos génicos Vk humanos y cinco Jk humanos
en los locus de la cadena ligera (MAID 1912HO 6032 HO; DLC x UHC). En cada una de las gréaficas de contorno
se indican los linfocitos B maduros e inmaduros.

La FIG. 40B muestra el nimero total de linfocitos B CD19", linfocitos B maduros (CD 19+IgM'°Igh') y linfocitos B
inmaduros (CD19+Ig-Mh'IgD'”‘) en bazos extraidos de ratones de control modificados genéticamente (VI3;
1293HO 1460HO) y de ratones homocigotos para una secuencia de acido nucleico de region variable de cadena
pesada reordenada en los locus de la cadena pesada y dos segmentos génicos Vk humanos y cinco Jk humanos
en los locus de la cadena ligera (MAID 1912HO 6032 HO; DLC x UHC).

La FIG. 41A muestra graficas de contorno representativas de esplenocitos Ig\* e Igk” seleccionados en CD19"
de ratones de control modificados genéticamente (VI3; 1293HO 1460HO) y de ratones homocigotos para una
secuencia de acido nucleico de la regién variable de la cadena pesada reordenada en los locus de la cadena
pesada y dos segmentos génicos Vk humanos y cinco Jk humanos en los locus de la cadena ligera (MAID
1912HO 6032 HO; DLC x UHC

La FIG. 41B muestra el nimero total de linfocitos B (CD19"), linfocitos B Igk+(CD19+Igk+) y linfocitos B Ig\*
(CD19%IgA") en bazos extraidos de ratones de control modificados genéticamente (VI3; 1293HO 1460HO) y de
ratones homocigotos para una secuencia de acido nucleico de la region variable de la cadena pesada
reordenada en los locus de cadena pesada y dos segmentos génicos VK humanos y cinco Jk humanos en los
locus de la cadena ligera (MAID 1912HO 6032 HO; DLC x UHC).

La FIG. 42 muestra el andlisis de citometria de flujo de la expresién en superficie de IgM en linfocitos B en bazos
extraidos de ratones de control modificados genéticamente (VI3; 1293HO 1460HO) y de ratones homocigotos
para una secuencia de acido nucleico de regién variable de cadena pesada reordenada en los locus de cadena
pesada y dos segmentos génicos Vk humanos y cinco Jk humanos en los locus de cadena ligera (MAID 1912HO
6032 HO; DLC x UHC). Las células se tifieron con un anticuerpo fluorescente (conjugado con PE-Cy7) contra
IgM.
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La FIG. 43A muestra el desarrollo de linfocitos B periféricos en ratones de control modificados genéticamente
(VI3; 1293HO 1460HO) y en ratones homocigotos para una secuencia de acido nucleico de region variable de
cadena pesada reordenada en los locus de cadena pesada y dos segmentos génicos Vk humanos y cinco Jk
humanos en los locus de cadena ligera (MAID 1912HO 6032 HO; DLC x UHC). La primera gréafica de contorno
(extremo izquierdo) muestra esplenocitos CD93" y B220" seleccionados en CD19" indicando linfocitos B
inmaduros y maduros. La segunda gréfica de contorno (central) muestra la expresién de IgM™ y CD23" en
linfocitos B inmaduros indicando poblaciones de linfocitos B T1 (IgD-IgM+CD21'°CD23'), T2
(IgD"IigM™CD21™CD23") y T3. La tercera grafica de contorno (derecha) muestra la expresion de CD21" (CD35%)
e IgM" de linfocitos B maduros indicando las primeras poblaciones méas pequefias que dan lugar a linfocitos B de
la zona marginal y segundas poblaciones mas grandes que dan lugar a linfocitos B foliculares (FO). En cada
region seleccionada se muestra el porcentaje de células.

La FIG. 43B muestra el desarrollo de linfocitos B periféricos en ratones de control modificados genéticamente
(VI3; 1293HO 1460HO) y en ratones homocigotos para una secuencia de acido nucleico de regién variable de
cadena pesada reordenada en el locus de la cadena pesada y dos segmentos génicos Vk humanos y cinco Jk
humanos en el locus de la cadena ligera (MAID 1912HO 6032 HO; DLC x UHC). La primera gréfica de contorno
(izquierda) muestra la expresiéon de CD21°(CD35") e IgM® de linfocitos B maduros, indicando una poblacién
pequefia que da lugar a linfocitos B de la zona marginal y una segunda poblacién que da lugar a linfocitos B
foliculares (FO). La segunda gréfica de contorno (central) muestra la expresion de B220"y CD23" en linfocitos B
maduros indicando poblaciones de linfocitos B de la zona marginal (MZ) y precursores de la zona marginal
(Ith'IgDh'CD21h'CD23+). La tercera gréafica de contorno (derecha) muestra la expresion de IgD" e IgM™ en
linfocitos B maduros indicando poblaciones de linfocitos B FO-I (IgD"IgM™CcD21™CD23") y FO-II
(Igd"IigM™CcD21™CD23"). En cada region seleccionada se muestra el porcentaje de células.

La FIG. 44A muestra gréficas de contorno representativas de médula 6sea tefiida para linfocitos By T (CD19"y
CD3", respectivamente) de un ratén de control modificado genéticamente (VI3; 1293HO 1460HO) y un ratén
homaocigoto para una secuencia de acido nucleico de region variable de cadena pesada reordenada en los locus
de cadena pesada y dos segmentos génicos Vk humanos y cinco Jk humano en los locus de cadena ligera
(MAID 1912HO 6032 HO; DLC x UHC).

La FIG. 44B muestra el porcentaje de linfocitos, el nimero total de células/fémur y el numero de linfocitos B
CD19+ en médula ésea extraida de los fémures de ratones de control modificados genéticamente (VI3; 1293HO
1460HO0) y de ratones homocigotos para una secuencia de acido nucleico de region variable de cadena pesada
reordenada en los locus de cadena pesada y en dos segmentos génicos Vk humanos y en cinco segmentos Jk
humanos en los locus de cadena ligera (MAID 1912HO 6032 HO; DLC x UHC).

La FIG. 45A muestra gréficas de contorno representativas de médula 6sea seleccionada en CD19" y tefiida para
ckit” y CD43" de un raton de control modificado genéticamente (VI3; 1293HO 1460HO) y de un ratén homocigoto
para una secuencia de acido nucleico de regién variable de cadena pesada reordenada en los locus de cadena
pesada y en dos segmentos génicos Vk humanos y en cinco segmentos Jk humanos en los locus de cadena
ligera (MAID 1912HO 6032 HO; DLC x UHC). En las graficas de contorno se indican los pro y pre linfocitos B.

La FIG. 45B muestra el nimero de linfocitos Pre (CD19'CD43ckit) y Pro (CD19°CD43"ckit") linfocitos B en
médula ésea extraida de los fémures de ratones de control modificados genéticamente (VI3; 1293HO 1460HO) y
de ratones homocigotos para una secuencia de acido nucleico de regién variable de cadena pesada reordenada
en los locus de cadena pesada y en dos segmentos génicos Vk humanos y Jk humanos en los locus de cadena
ligera (MAID 1912HO 6032HO; DLC x UHC).

La FIG. 46A muestra graficas de contorno representativas de médula 6ésea seleccionada en singletes tefiida para
inmunoglobulina M (IgM) y B220 de un ratén de control modificado genéticamente (VI3; 1293HO 1460HO) y un
ratdn homocigoto para una secuencia de acido nucleico de regién variable de cadena pesada reordenada en los
locus de cadena pesada y en dos segmentos génicos Vk humanos y cinco Jk humanos en los locus de cadena
ligera (MAID 1912HO 6032 HO; DLC x UHC). En cada una de las gréaficas de contorno se muestran linfocitos B
inmaduros, maduros y pro/pre.

La FIG. 46B muestra el ndmero total de células/fémur, linfocitos B inmaduros (B220™igM") y maduros
(BZZO“'IgM+) en médula Osea aislada de los fémures de ratones de control modificados genéticamente (VI3;
1293HO 1460HO0) y de ratones homocigotos para una secuencia de acido nucleico de regién variable de cadena
pesada reordenada en los locus de cadena pesada y en dos segmentos génicos VK humanos y cinco Jk
humanos en los locus de cadena ligera (MAID 1912HO 6032 HO; DLC x UHC).

La FIG. 47 muestra gréficas de contorno representativas de médula 6sea seleccionada en linfocitos B inmaduros

(B220™IgM") y maduros (BZZOh'IgM+) tefidos para la expresion de IgA e Igk aislados de fémures de un ratén de
control modificado genéticamente (VI3; 1293HO 1460HO) y de un raton homocigoto para una secuencia de acido
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nucleico de region variable de cadena pesada reordenada en los locus de cadena pesada y en dos segmentos
génicos VK humanos y cinco Jk humanos en los locus de cadena ligera (MAID 1912HO 6032 HO; DLC x UHC).
La FIG. 48 muestra los niveles de mlgG especificas de antigeno en los sueros de raton (HET de tipo silvestre o
1912HO0 6031 (DLC homocigoto x UHC heterocigoto)) antes de la inmunizacién en las almohadillas plantares, 23
dias después de una 12 ronda de inmunizacién en las almohadilla plantares, 5 semanas después de la 12 ronda
de inmunizacion en las almohadillas plantares y después de una 22 ronda de inmunizacion en las almohadillas
plantares.

La FIG. 49 ilustra la estructura gendémica de ratones F1 modificados genéticamente que contienen secuencias de
acido nucleico de region variable de cadena pesada reordenadas en los locus de cadena ligera kappa (es decir,
una secuencia VDJ de cadena pesada reordenada unida operativamente a una secuencia de acido nucleico
constante de cadena ligera kappa).

La FIG. 50A muestra, en el panel superior, graficas de contorno representativas de médula 6sea tefiida para
linfocitos By T (CD19"y CD3", respectivamente) de un raton de tipo silvestre (TS) y de un ratén homocigoto para
una secuencia de acido nucleico de regidn variable de cadena pesada reordenada (hVy3 -23/D/Jnw4) en el locus
de cadena ligera kappa. En el panel inferior se muestran gréaficas de contorno representativas de médula 6sea
seleccionada en CD19" y tefiida para ckit" y CD43" de un ratén de tipo silvestre (TS) y de un ratén homocigoto
para una secuencia de acido nucleico de regioén variable de cadena pesada reordenada (hV43-23/D/Jn4) en los
locus de cadena ligera kappa. En las graficas de contorno del panel inferior se indican los Pro y Pre linfocitos B.

La FIG. 50B muestra el niamero de Pro (CD19°CD43"ckit") y Pre (CD19°CD43 ckit) linfocitos B en médula dsea
extraida de los fémures de ratones de tipo silvestre (TS) y de ratones homocigotos para una secuencia de acido
nucleico de regién variable de cadena pesada reordenada (hVy3-23/D/Jn4) en el locus de cadena ligera kappa.

La FIG. 51A muestra graficas de contorno representativas de médula 6ésea seleccionada en singletes tefiida para
inmunoglobulina M (IgM) y B220 de un ratén de tipo silvestre (TS) y de un ratbn homocigoto para una secuencia
de acido nucleico de region variable de cadena pesada reordenada (hVy3-23/D/Jn4 ) en el locus de la cadena
ligera kappa. En cada una de las graficas de contorno se indican los linfocitos B inmaduros, maduros y pro/pre.

La FIG. 51B muestra el nimero total de linfocitos B (CD19") y pro/pre B (IgM-B220") en médula dsea aislada de
los fémures de ratones de tipo silvestre (TS) y de ratones homocigotos para una secuencia de acido nucleico de
region variable de cadena pesada reordenada (hVx3-23/D/Jw4) en el locus de cadena ligera kappa.

La FIG. 51C muestra el nimero de linfocitos B inmaduros (B220™igM") y B maduros (B220"IgM") en médula
Osea aislada de los fémures de ratones de ratones de tipo silvestre (TS) y de ratones homocigotos para una
secuencia de acido nucleico de region variable de cadena pesada reordenada (hVy3-23/D/Jn4) en el locus de
cadena ligera kappa.

La FIG. 52 muestra gréficas de contorno representativas de médula 6sea seleccionada en linfocitos B inmaduros
(B220™igM") y maduros (BZZO“'IgM+) tefiidos para la expresion de IgA e Igk aislados de los fémures de ratones
de tipo silvestre (TS) y de ratones homocigotos para una secuencia de acido nucleico de region variable de
cadena pesada reordenada (hVx3-23/D/Jw4) en el locus de cadena ligera kappa.

La FIG. 53A, muestra, en el panel superior, graficas de contorno representativas de esplenocitos seleccionados
en singletes y tefiidos para linfocitos By T (CD19" y CD3+, respectivamente) de un raton de tipo silvestre (TS) y
de un ratén homocigoto para una secuencia de acido nucleico de region variable de cadena pesada reordenada
(hVH3-23/D/JH4) en el locus de cadena ligera kappa. En el panel inferior se muestran graficas de contorno
representativas de esplenocitos seleccionados en CD19" y tefiidos para inmunoglobulina D (IgD) e
inmunoglobulina M (IgM) de un ratén de tipo silvestre (TS) y un ratén homocigoto para una secuencia de acido
nucleico de region variable de cadena pesada reordenada (hVy3 -23/D/Jw4) en el locus de cadena ligera kappa.
En cada una de las gréaficas de contorno se muestran linfocitos B maduros (56,9 para TS, 43 para hVy3-23/D/Jn4
en kappa) y transicionales (26,8 para TS, 34 para hV43-23/D/Ju4 en kappa).

La FIG. 53B muestra el nimero total de linfocitos B CD19", linfocitos B maduros (CD19+IgM'°Ighi) y linfocitos B
transicionales (CD19+Ig-Mh'IgD'”t) en bazos extraidos de ratones de tipo silvestre (TS) y de ratones homocigotos
para una secuencia de acido nucleico de region variable de cadena pesada reordenada (hVy3-23/D/Jnw4) en el

locus de cadena ligera kappa.

La FIG. 54A muestra graficas de contorno representativas de esplenocitos IgA* e IgK* seleccionados en CD19"
de un raton de tipo silvestre (TS) y una secuencia de acido nucleico de region variable de cadena pesada
reordenada (hV43-23/D/Jn4) en el locus de cadena ligera kappa.

La FIG. 54B muestra el nimero total de linfocitos B (CD19"), linfocitos B Igk” (CD19°1gK™) y linfocitos B IgA”
(CD19%1gX") en bazos extraidos de ratones de tipo silvestre (TS) y de ratones homocigotos para una secuencia
de acido nucleico de region variable de cadena pesada reordenada (hVnx3-23/D/Jw4) en el locus de cadena ligera
kappa.
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La FIG. 55 muestra el desarrollo de linfocitos B periféricos en el compartimiento esplénico de ratones
homocigotos para una secuencia de acido nucleico de region variable de cadena pesada reordenada (hVy3-
23/D/Jn4) en el locus de cadena ligera kappa en comparacion con ratones de tipo silvestre. La primera grafica de
contorno (izquierda) muestra esplenocitos CD93" y B220" seleccionados en CD19" indicando linfocitos B
inmaduros y maduros. La segunda gréfica de contorno (central) muestra la expresion de IgM* y CD23" en
linfocitos B inmaduros, indicando poblaciones T1, T2 y T3 de linfocitos B. La tercera gréafica de contorno
(derecha) muestra la expresién de CD21°(CD35") e IgM" de linfocitos B maduros indicando una primera pequefia
poblacién que da lugar a linfocitos B de la zona marginal y una segunda poblacién mas grande que da lugar a
linfocitos B foliculares (FO). En cada region seleccionada se muestra el porcentaje de células.

La FIG. 56 ilustra la estructura gendmica de ratones F2 homocigotos modificados genéticamente, de una
secuencia de acido nucleico de regién variable de cadena pesada reordenada en el locus de cadena ligera kappa
(MAID 6079HO; “ratén UHC en cadena kappa” homocigoto) y de ratones homocigotos de una secuencia de
acido nucleico de regién variable de cadena ligera kappa en un locus de cadena pesada (MAID 1994HO; ratén
con cadena kappa en cadena pesada (“KoH”, kappa on heavy)).

La FIG. 57A muestra, en el panel superior, graficas de contorno representativas de médula dsea tefiida para
linfocitos By T (CD19" y CD3", respectivamente) de un ratén VELOCIMMUNE® (VI3) y de un ratén homocigoto
para una secuencia de acido nucleico de regién variable de cadena pesada reordenada en el locus de cadena
ligera kappa y homocigoto para una secuencia de &cido nucleico de region variable de cadena ligera kappa en un
locus de cadena pesada. El panel inferior muestra graficas de contorno representativas de médula dsea
seleccionada en CD19" y tefiida para ckit” y CD43" de un ratén VELOCIMMUNE® (VI3) y un ratén homocigoto
para una secuencia de acido nucleico de regién variable de cadena pesada reordenada en el locus de cadena
ligera kappa y homocigoto para un secuencia de acido nucleico de region variable de cadena ligera kappa en un
locus de cadena pesada. En las graficas de contorno del panel inferior se indican linfocitos Pro y Pre B.

La FIG. 57B muestra el nimero total de linfocitos Pro B (CD19%) y los ndmeros de linfocitos Pro
(CD19°CD43%ckit’) y Pre (CD19°CD43ckit) B en médula 6sea extraida de los fémures de ratones
VELOCIMMUNE® (1242HO 1640HO) y de ratones homocigotos para una secuencia de acido nucleico de region
variable de cadena pesada reordenada en el locus de cadena ligera kappa y ratones homocigotos para una
secuencia de acido nucleico de regién variable de cadena ligera kappa en un locus de cadena pesada (1994HO
6079HO). Los nimeros se presentan como numeros absolutos de linfocitos por fémur y porcentaje celular.

La FIG. 58A muestra graficas de contorno representativas de médula 6ésea seleccionada en singletes tefiida para
inmunoglobulina M (IgM) y B220 de un raton VELOCIMMUNE® (1242HO 1640HO) y de un raton homocigoto
para una secuencia de acido nucleico de region variable de cadena pesada reordenada en el locus de la cadena
ligera kappa y homocigoto para una secuencia de acido nucleico de region variable de cadena ligera kappa en un
locus de cadena pesada (1994HO 6079HO). En cada una de las gréaficas de contorno se muestran los linfocitos
B inmaduros, maduros y pro/pre.

La FIG. 58B muestra el nimero de linfocitos B inmaduros (B220™IgM") y maduros (BZZOh'IgM+) en médula 6sea
aislada de los fémures de ratones VELOCIMMUNE® (1242HO 1640HO) y de ratones homocigotos para una
secuencia de acido nucleico de regién variable de cadena pesada reordenada en el locus de cadena ligera kappa
y homocigotos para una secuencia de acido nucleico de region variable de cadena ligera kappa en un locus de
cadena pesada (1994HO 6079HO). Los nimeros se presentan tanto como en ndmeros absolutos de linfocitos
por fémur como en porcentaje celular.

La FIG. 59 muestra gréficas de contorno representativas de médula 6sea seleccionada en linfocitos B inmaduros
(B220™igM") y maduros (BZZO“'IgM+) tefiidos para la expresion de IgA e Igk aislados de los fémures de ratones
VELOCIMMUNE® (1242HO 1640HO) y de ratones homocigotos para una secuencia de acido nucleico de regién
variable de cadena pesada reordenada en el locus de cadena ligera kappa y homocigotos para una secuencia de
acido nucleico de region variable de cadena ligera kappa en un el locus de cadena pesada (1994HO 6079HO).

La FIG. 60A muestra graficas de contorno representativas de esplenocitos seleccionados en CD19" y tefiidos
para inmunoglobulina D (IgD) e inmunoglobulina M (IgM) de un raton VELOCIMMUNE® (VI3; 1242HO 1640HO)
y de un ratén homocigoto para una secuencia de acido nucleico de region variable de cadena pesada
reordenada en el locus de cadena ligera kappa y homocigoto para una secuencia de acido nucleico de la region
variable de cadena ligera kappa en un locus de cadena pesada (1994HO) 6079HO). En cada una de las gréaficas
de contorno se indican linfocitos B maduros y transicionales/inmaduros.

La FIG. 60B muestra el nimero total de linfocitos B CD19", linfocitos B maduros (CD19+IgM'°Igh') y linfocitos B
transicionales (CD19+Ig-Mh'IgD'°) en bazos extraidos de ratones VELOCIMMUNE® (1242HO 1640HO) y de
ratones homocigotos para una secuencia de acido nucleico de region variable de cadena pesada reordenada en
el locus de cadena ligera kappa y homocigotos para una secuencia de acido nucleico de regién variable de
cadena ligera kappa en un locus de cadena pesada (1994HO 6079HO).
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La FIG. 61 muestra el namero total de linfocitos B (CD19"), linfocitos B Igk™ (CD19'Igk") y linfocitos B IgA*
(CD19%IgA") en bazos extraidos de ratones VELOCIMMUNE® (1242HO 1640HO) y de ratones homocigotos para
una secuencia de acido nucleico de region variable de cadena pesada reordenada en el locus de cadena ligera
kappa y homocigotos para una secuencia de acido nucleico de regién variable de cadena ligera kappa en un
locus de cadena pesada (1994HO 6079HO). Los nimeros se presentan tanto como en nimeros absolutos de
linfocitos como en porcentaje celular de linfocitos.

La FIG. 62 muestra el desarrollo de linfocitos B periféricos en el compartimiento esplénico de ratones
VELOCIMMUNE® (1242HO 1640HO) y de ratones homocigotos para una secuencia de acido nucleico de regién
variable de cadena pesada reordenada en el locus de cadena ligera kappa y homocigotos para una secuencia de
acido nucleico de region variable de cadena ligera kappa en un locus de cadena pesada (1994HO) 6079HO). La
grafica de contorno superior muestra esplenocitos CD93" y B220" seleccionados en CD19" indicando los
linfocitos B inmaduros y maduros. La gréfica de contorno inferior muestra la expresién de IgM™ y CD23" en
linfocitos B inmaduros indicando poblaciones T1, T2 y T3 de linfocitos B. En cada region seleccionada se
muestra el porcentaje de linfocitos.

Descripcion detallada

La presente invenciéon no se limita a métodos particulares y a las condiciones experimentales descritas, ya que
dichos métodos y condiciones pueden variar. También debe entenderse que la terminologia que se utiliza en el
presente documento tiene la finalidad de describir aspectos particulares Gnicamente y no pretende ser limitante,
dado que el alcance de la presente invencion esta definido por las reivindicaciones.

A menos que se defina de otra manera, todos los términos y frases que se utilizan en el presente documento
incluyen los significados que los términos y frases se entienden en la técnica, a menos que se indique claramente lo
contrario 0 sea claramente sea obvio en el contexto en el que se utilice el término o la frase. Aunque en la practica o
ensayo de la presente invencion puede utilizarse cualquiera de los métodos y materiales similares o equivalentes a
los descritos en el presente documento, ahora se describen métodos y materiales particulares.

El término “anticuerpo”, como se usa en el presente documento, incluye moléculas de inmunoglobulina que
comprenden cuatro cadenas polipeptidicas, dos cadenas pesadas (H, heavy) y dos cadenas ligeras (L, light)
interconectadas por enlaces disulfuro. Cada cadena pesada comprende un dominio variable de cadena pesada y
una regién constante de cadena pesada (Cu). La region constante de cadena pesada comprende tres dominios,
Cul, Cx2 y Cn3. Cada cadena ligera comprende un dominio variable de cadena ligera y una region constante de
cadena ligera (C.). Los dominios variables de cadena ligera y pesada pueden subdividirse ademas en regiones de
hipervariabilidad, denominadas regiones determinantes de la complementariedad (CDR, complementarity
determining regions), intercaladas con regiones que son mas conservadas, denominadas regiones estructurales (FR,
del inglés framework). Cada dominio variable de cadena pesada y ligera comprende tres CDR y cuatro FR, que se
disponen desde el extremo amino al extremo carboxilo en el siguiente orden: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3,
FR4 (las CDR de cadena pesada pueden abreviarse como HCDR1, HCDR2 y HCDRS3; las CDR de la cadena ligera
pueden abreviarse como LCDR1, LCDR2 y LCDR3). La expresién anticuerpo de “alta afinidad” se refiere a un
anticuerpo que tiene una Kp con respecto a su epitopo diana de aproximadamente 10° M o inferior (por ejemplo, de
aproximadamente 1 x 10° M, 1 x 10™° M, 1 x 10 M, o de aproximadamente 1 x 10™ M). En un aspecto, la Kp se
mide mediante resonancia de plasmén superficial, por ejemplo, BIACORE™; en otro aspecto, la Kp se mide por
ELISA.

La frase “anticuerpo biespecifico” incluye un anticuerpo que es capaz de unirse selectivamente a dos o mas
epitopos. Generalmente, los anticuerpos biespecificos comprenden dos cadenas pesadas no idénticas, uniéndose
cada cadena pesada especificamente con un epitopo diferente bien en dos moléculas diferentes (por ejemplo,
diferentes epitopos en dos inmundgenos diferentes) o en la misma molécula (por ejemplo, diferentes epitopos en el
mismo inmundgeno). Si un anticuerpo biespecifico es capaz de unirse selectivamente a dos epitopos diferentes (un
primer epitopo y un segundo epitopo), la afinidad de la primera cadena pesada por el primer epitopo generalmente
sera de al menos uno a dos o tres o cuatro o0 mas 6rdenes de magnitud menor que la afinidad de la primera cadena
pesada por el segundo epitopo, y viceversa. Los epitopos que se unen especificamente por el anticuerpo
biespecifico pueden ser en la misma diana o en una diana diferente (por ejemplo, en la misma proteina o en una
proteina diferente). Como ejemplos de anticuerpos biespecificos se incluyen aquellos con una primera cadena
pesada especificos para un antigeno tumoral y con una segunda cadena pesada especifica para un marcador
citotéxico, por ejemplo, un receptor Fc (por ejemplo, FcyRI, FcyRIl, FcyRlll, etc.) o un marcador de linfocitos T (por
ejemplo, CD3, CD28, etc.). Ademas, el segundo dominio variable de cadena pesada puede sustituirse con un
dominio variable de cadena pesada que tenga una especificidad deseada diferente. Por ejemplo, un anticuerpo
biespecifico con una primera cadena pesada especifica para un antigeno tumoral y una segunda cadena pesada
especifica para una toxina pueden emparejarse para suministrar una toxina (por ejemplo, saporina, alcaloides de la
vinca, etc.) a una célula tumoral. Otros ejemplos de anticuerpos biespecificos incluyen aquellos con una primera
cadena pesada especifica para un receptor activador (por ejemplo, receptor de linfocitos B, FcyRI, FcyRIIA,
FcyRIIA, FcaRl, receptor de linfocitos T etc.) y una segunda cadena pesada especifica para un receptor inhibidor

27



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2678221 T3

(por ejemplo, FcyRIIB, CD5, CD22, CD72, CD300a, etc.). Dichos anticuerpos biespecificos pueden construirse para
afecciones terapéuticas asociadas a la activacion celular (por ejemplo, alergia y asma). Los anticuerpos
biespecificos pueden crearse, por ejemplo, combinando cadenas pesadas que reconozcan diferentes epitopos del
mismo inmunoégeno. Por ejemplo, las secuencias de acido nucleico que codifican secuencias variables de cadena
pesada que reconocen diferentes epitopos del mismo inmunégeno pueden fusionarse con secuencias de acido
nucleico que codifican las mismas, o diferentes, regiones constantes de cadena pesada, y dichas secuencias
pueden expresarse en una célula que expresa una cadena ligera de inmunoglobulina. Un anticuerpo biespecifico
tipico tiene dos cadenas pesadas, teniendo cada una de ellas tres CDR de cadena pesada, seguidas (del extremo N
al extremo C), de un dominio Cyl, una bisagra, un dominio Cxy2 y un dominio Cx3, y una cadena ligera de
inmunoglobulina que no confiere especificidad de unién con el epitopo sino que puede asociarse con cada cadena
pesada, o que puede asociarse con cada cadena pesada y que puede unirse a uno o mas de los epitopos unidos
por las regiones de union a epitopo de cadena pesada, o que puede asociarse con cada cadena pesada y permitir la
unién de una, o de las dos cadenas pesadas, con uno o ambos epitopos. De manera similar, la expresion
“anticuerpo triespecifico” incluye un anticuerpo que es capaz de unirse selectivamente a tres 0 mas epitopos.

El término “célula” incluye cualquier célula que sea adecuada para la expresion de una secuencia de acido nucleico
recombinante. Las células incluyen células procariotas y eucariotas (unicelulares o multicelulares), bacterianas (por
ejemplo cepas de E. coli, Bacillus spp., Streptomyces spp., etc.), células de micobacterias, células fungicas, células
de levadura (por ejemplo, S. cerevisiae, S. pombe, P. pastoris, P. methanolica, etc.), células vegetales, células de
insecto (por ejemplo SF-9, SF-21, células de insecto infectadas con baculovirus, Trichoplusia ni, etc.), células de
animales no humanos, células humanas o fusiones celulares, tales como, por ejemplo, hibridomas o cuadromas. En
algunos aspectos, la célula es una célula de ser humano, de mono, simio, hamster, rata o ratéon. En algunos
aspectos, la célula es eucariota y se selecciona de las siguientes células: CHO (por ejemplo, CHO K1, DXB-11 CHO,
Veggie-CHO), COS (por ejemplo, COS-7), célula retiniana, Vero, CV1, de rifion (por ejemplo, HEK293, 293 EBNA,
MSR 293, MDCK, HaK, BHK), HelLa, HepG2, WI38, MRC 5, Colo205, HB 8065, HL-60, (por ejemplo, BHK21),
Jurkat, Daudi, A431 (epidérmica) , CV-1, U937, 3T3, célula L, célula C127, SP2/0, NS-0, MMT 060562, célula de
Sertoli, célula BRL 3A, célula HT1080, célula de mieloma, célula tumoral y una linea celular procedente de una
células anteriormente mencionada. En algunos aspectos, la célula comprende uno o mas genes viricos, por ejemplo,
una célula retiniana que expresa un gen virico (por ejemplo, una célula PER.C6™).

La frase “region determinante de la complementariedad” o el término “CDR”, incluye una secuencia de aminoacidos
codificada por una secuencia de acido nucleico de genes de inmunoglobulina de un organismo que normalmente (es
decir, en un animal de tipo silvestre) aparece entre dos regiones estructurales en una region variable de una cadena
ligera o pesada de una molécula de inmunoglobulina (por ejemplo, un anticuerpo o un receptor de linfocito T). Una
CDR puede estar codificada por ejemplo, por una secuencia de linea germinal o por una secuencia reordenada o no
reordenada y, por ejemplo, por un linfocito B virgen o maduro o por un linfocito T. Una CDR puede estar
somaticamente mutada (por ejemplo, variar de una secuencia codificada en una linea germinal animal), humanizada
y/o modificada con sustituciones, adiciones o deleciones de aminoacidos. En algunas circunstancias (por ejemplo,
para una CDR3), las CDR pueden estar codificadas por dos o mas secuencias (por ejemplo, secuencias de la linea
germinal) que no son contiguas (por ejemplo, en una secuencia de acido nucleico no reordenada), pero que son
contiguas en una secuencia de acido nucleico de linfocito B, por ejemplo, como resultado del corte y empalme o
conexién de las secuencias (por ejemplo, recombinacion V-D-J para formar una CDR3 de cadena pesada).

El término “conservativa”, cuando se utiliza para describir una sustitucion de aminoéacido conservativa, incluye la
sustitucion de un resto de aminoacido por otro resto de aminoacido que tiene un grupo R en la cadena lateral con
propiedades quimicas (por ejemplo, carga o hidrofobicidad) similares. En general, una sustitucion de aminoacidos
conservativa no cambiara sustancialmente las propiedades funcionales de interés de una proteina, por ejemplo, la
capacidad de una regién variable para unirse especificamente a un epitopo diana con una afinidad deseada. Como
ejemplos de grupos de aminoacidos que tienen cadenas laterales con propiedades quimicas similares se incluyen
cadenas laterales alifaticas, tales como glicina, alanina, valina, leucina e isoleucina; cadenas laterales de hidroxilo
alifaticas, tales como, serina y treonina; cadenas laterales que contienen amida, tales como, asparagina y glutamina;
cadenas laterales aromaticas, tales como, fenilalanina, tirosina y triptéfano; cadenas laterales basicas, tales como,
lisina, arginina e histidina; cadenas laterales acidas, tales como acido aspartico y acido glutdmico; y cadenas
laterales que contienen azufre, tales como, cisteina y metionina. Como grupos de sustituciéon de aminoacidos
conservativa se incluyen, por ejemplo, valina/leucina/isoleucina, fenilalanina/tirosina, lisina/arginina, alanina/valina,
glutamato/aspartato y asparagina/glutamina. En algunos aspectos, una sustitucion de aminoacidos conservativa
puede ser una sustitucion de cualquier resto nativo en una proteina con alanina, tal y como se utiliza, por ejemplo,
en la mutagénesis de barrido con alanina. En algunos aspectos, se realiza una sustitucién conservativa que tiene un
valor positivo en la matriz de probabilidad logaritmica PAM250 desvelada en Gonnet et al. (1992) Exhaustive
Matching of the Entire Protein Sequence Database, Science 256: 1443-45. En algunos aspectos, la sustitucion es
una sustitucion moderadamente conservativa en la que la sustitucion tiene un valor no negativo en la matriz de
probabilidad logaritmica PAM250.

En algunos aspectos, las posiciones de los restos en una cadena pesada o ligera de inmunoglobulina, difieren en

una 0 mas sustituciones de aminodacidos conservativas. En algunos aspectos, las posiciones de los restos en una
cadena ligera de inmunoglobulina o fragmento funcional de la misma (por ejemplo, un fragmento que permita la
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expresion y la secrecion, por ejemplo, de un linfocito B) no son idénticas a las de una cadena ligera cuya secuencia
de aminoéacidos se enumere en el presente documento, aunque difieren en una o mas sustituciones de aminoacidos
conservativas.

La frase “proteina de union a epitopo” incluye una proteina que tiene al menos una CDR que es capaz de reconocer
selectivamente un epitopo, por ejemplo, que es capaz de unirse a un epitopo con una Kp que es aproximadamente
de un micromolar o inferior (por ejemplo, una Kp que es de aproximadamente 1 x 10°M, 1x107°M, 1 x 10° M, 1 x
10°M, 1 x 10 M, 1 x 10™ M, o de aproximadamente 1 x 10™? M). Las proteinas de unién a epitopo terapéuticas
(por ejemplo, anticuerpos terapéuticos) frecuentemente requieren una Kp que esté en el intervalo nanomolar o
picomolar.

La frase “fragmento funcional” incluye fragmentos de proteinas de unién a epitopo que pueden expresarse,
secretarse y unirse especificamente a un epitopo con una Kp en el intervalo micromolar, nanomolar o picomolar. El
reconocimiento especifico incluye tener una Kp que esté al menos en el intervalo micromolar, nanomolar o
picomolar.

La expresion “linea germinal”, en referencia a una secuencia de acido nucleico de inmunoglobulina, incluye una
secuencia de acido nucleico que pueda transferirse a la descendencia.

La expresion “cadena pesada” o “cadena pesada de inmunoglobulina” incluye una secuencia de cadena pesada de
inmunoglobulina, incluyendo una secuencia de regién constante de cadena pesada de inmunoglobulina, de cualquier
organismo. Los dominios variables de cadena pesada incluyen tres CDR de cadena pesada, y cuatro regiones FR, a
menos que se especifique de otra manera. Los fragmentos de cadenas pesadas incluyen las CDR, CDR y FR y
combinaciones de las mismas. Una cadena pesada tipica tiene, después del dominio variable (desde el extremo N al
extremo C), un dominio Cx1, una bisagra, un dominio Cy2 y un dominio Cx3. Un fragmento funcional de una cadena
pesada incluye un fragmento que es capaz de reconocer especificamente un epitopo (por ejemplo, reconocer el
epitopo con una Kp en el intervalo micromolar, nanomolar o picomolar), que es capaz de expresarse y secretarse de
una célula, y que comprende al menos una CDR. Un dominio variable de cadena pesada esta codificado por una
secuencia génica de region variable, que generalmente comprende segmentos Vy, Dy y Ju procedentes de un
repertorio de segmentos Vu, Dy y Ju presentes en la linea germinal. Las secuencias, localizaciones y nomenclatura
de los segmentos de cadena pesada para V, Dy y J de varios organismos pueden encontrarse en la base de datos

de IMGT, www.imgt.org.

Cuando el término “identidad” se usa en relacidon con una secuencia, incluye identidad determinada por diversos
algoritmos diferentes conocidos en la técnica que pueden utilizarse para medir la identidad de las secuencias de
nucleétidos y/o de aminoacidos. En algunos aspectos descritos en el presente documento, las identidades se
determinan utilizando un alineamiento ClustalW v. 1.83 (lento) que emplea una penalizacion por apertura de hueco
de 10,0, una penalizacion por hueco extendido de 0,1 y que utliza una matriz de similitud de Gonnet
(MACVECTOR™ 10.0.2, MacVector Inc., 2008). La longitud de las secuencias comparada con respecto a la
identidad de secuencias, dependera de las secuencias patrticulares, pero en el caso de un dominio constante de
cadena ligera, la longitud debe contener secuencias de suficiente longitud para doblarse en un dominio constante de
cadena ligera que sea capaz de auto asociarse para formar un dominio constante de cadena ligera candnico, por
ejemplo, capaz de formar dos laminas beta que comprenden cadenas beta y capaz de interaccionar con al menos un
dominio Cn1 de un ser humano o un ratén. En el caso de un dominio Cnx1, la longitud de la secuencia debe contener
secuencias de suficiente longitud para plegarse en un dominio Cx1 que sea capaz de formar dos laminas beta que
comprendan cadenas beta y que sea capaz de interaccionar al menos con un dominio constante de cadena ligera de
raton o de ser humano.

La frase “molécula de inmunoglobulina” incluye dos cadenas pesadas de inmunoglobulina y dos cadenas ligeras de
inmunoglobulina. Las cadenas pesadas y ligeras pueden ser idénticas o diferentes.

La frase “cadena ligera” incluye una secuencia de cadena ligera de inmunoglobulina de cualquier organismo, y a
menos que se especifique de otra manera, incluye cadenas ligeras, lambda y kappa, humanas y una VpreB, asi
como cadenas ligeras sustitutivas. Los dominios variables de cadena ligera, incluyen tipicamente tres CDR de
cadena ligera, y cuatro regiones estructurales (FR), a menos que se especifique de otra manera. Generalmente, una
cadena ligera de longitud completa incluye, desde el extremo amino al extremo carboxilo, un dominio variable que
incluye FR1-CDR1-FR2-CDR2-FR3-CDR3-FR4 y una region constante de cadena ligera. Un dominio variable de
cadena ligera esta codificado por una secuencia génica de region variable de cadena ligera, que generalmente
comprende segmentos V. y J., procedentes de un repertorio de segmentos V y J presentes en la linea germinal.
Las secuencias, localizaciones y nomenclatura para los segmentos de cadena ligera V y J de diversos organismos,
pueden encontrarse en la base de datos de IMGT, www.imgt.org. Las cadenas ligeras incluyen, por ejemplo, las que
no se unen selectivamente ni a un primer ni a un segundo epitopo unidos selectivamente por la proteina de unién a
epitopo en la que aparece. Las cadenas ligeras también incluyen las que se unen y reconocen, o ayudan a la
cadena pesada con la unién y reconocimiento, uno o mas epitopos selectivamente unidos mediante la proteina de
union a epitopo en la que aparecen. Las cadenas ligeras comunes o universales incluyen las procedentes de un gen
humano Vk1-39Jk5 o de un gen humano Vk3-20Jk1, e incluyen versiones somaticamente mutadas (por ejemplo,
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maduradas por afinidad) de las mismas. Las dobles cadenas ligeras (DLC, dual light chains) incluyen las
procedentes de un locus de cadena ligera que comprende, a lo sumo, dos segmentos Vk humanos, por ejemplo, un
segmento génico Vk1-39 humano y un segmento génico Vk3-20 humano, e incluyen versiones somaticamente
mutadas (por ejemplo, maduradas por afinidad) de las mismas.

La frase “somaticamente hipermutada” incluye la referencia a una secuencia de acido nucleico de un linfocito B que
ha experimentado un intercambio de clase, en la que la secuencia de acido nucleico de una region variable de
inmunoglobulina (por ejemplo una secuencia de nucleétidos que codifica un dominio variable de cadena pesada o
que incluye una secuencia CDR o FR de cadena pesada) en el linfocito B con intercambio de clase, no es idéntica a
la secuencia de acido nucleico en el linfocito B antes del intercambio de clase, tal como, por ejemplo, una diferencia
en una secuencia de acido nucleico de una CDR o estructural entre un linfocito B que no ha experimentado un
intercambio de clase y un linfocito B que ha experimentado un intercambio de clase. “Somaticamente mutada”
incluye la referencia a secuencias de acido nucleico de linfocitos B madurados por afinidad que no son idénticas a
las regiones de region variable de inmunoglobulina correspondientes en linfocitos B que no estan madurados por
afinidad (es decir, secuencias en el genoma de las células de linea germinal). La frase “somaticamente mutada”
también incluye la referencia a una secuencia de acido nucleico de region variable de inmunoglobulina de un linfocito
B después de la exposicion del linfocito B a un epitopo de interés, en el que la secuencia de acido nucleico difiere de
la secuencia de acido nucleico correspondiente antes de exponer al linfocito B al epitopo de interés. La frase
“somaticamente mutada” se refiere a secuencias de anticuerpos que se han generado en un animal, por ejemplo, un
raton que tiene secuencias de acido nucleico de region variable de inmunoglobulina humana, en respuesta a una
exposiciéon a un inmundgeno, y que es el resultado de los procesos de seleccidon extrinsecamente operativos en
dicho animal.

La expresién “no reordenada”, con referencia a una secuencia de acido nucleico, incluye secuencias de éacido
nucleico que existen en la linea germinal de una célula animal.

La frase “dominio variable” incluye una secuencia de aminoacidos de una cadena ligera o pesada de
inmunoglobulina (modificada segun se desee) que comprende las siguientes regiones de aminoacidos, en secuencia
desde el extremo N al extremo C (a menos que se indique de otra manera): FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3,
FR4.

La expresién “unido(a) operativamente” se refiere a una relacién en la que los componentes funcionan unidos
operativamente en su manera deseada. En un caso, una secuencia de acido nucleico que codifica una proteina
puede estar unida operativamente a secuencias reguladoras (por ejemplo, una secuencia promotora, potenciadora,
silenciadora, etc.) para conservar la regulacién transcripcional apropiada. En un caso, una secuencia de acido
nucleico de una regién variable de inmunoglobulina (o segmentos V(D)J) puede estar unida operativamente a una
secuencia de acido nucleico de una regiéon constante de inmunoglobulina para permitir que se produzca la
recombinacion adecuada entre las secuencias en una secuencia de cadena ligera o pesada de inmunoglobulina.

“Funcional”, como se usa en el presente documento, por ejemplo, en referencia a un polipéptido funcional, incluye un
polipéptido que conserva al menos una actividad biolégica normalmente asociada a la proteina nativa. En otro caso,
un segmento génico de inmunoglobulina funcional puede incluir un segmento génico variable que pueda reordenarse
de manera productiva para generar una secuencia génica de inmunoglobulina reordenada.

Un “pH neutro” incluye un pH entre aproximadamente 7,0 y aproximadamente 8,0, por ejemplo, un pH entre
aproximadamente 7,0 y aproximadamente 7,4, por ejemplo, entre aproximadamente 7,2 y aproximadamente 7,4, por
ejemplo, un pH fisiolégico. Un “pH acido” incluye un pH de 6,0 o inferior, por ejemplo, un pH entre aproximadamente
5,0 y aproximadamente 6,0, un pH entre aproximadamente 5,75 y aproximadamente 6,0, por ejemplo, un pH de los
compartimentos endosémicos o lisosémicos.

La expresion “variante polimérfica” como se usa en el presente documento, incluye una secuencia en la que uno o
mas nucledtidos o aminoacidos se han sustituido por nucleétidos o aminoacidos diferentes en comparacién con la
secuencia determinada. Los alelos polimdrficos de los segmentos génicos variables de cadena pesada (genes V)
de inmunoglobulina humana, han sido en gran parte el resultado de la insercién/delecién de segmentos génicos y de
diferencias de un solo nuclettido dentro de las regiones codificantes, teniendo ambas el potencial de tener
consecuencias funcionales en la molécula de inmunoglobulina. En la técnica se conocen bien ejemplos de alelos
polimérficos comunes de los genes Vy de inmunoglobulina humana (véase, por ejemplo, el documento US
13/653.456).

Cuando las expresiones “sustancial” o “sustancialmente todos”, se utilizan con referencia a una cantidad de
segmentos génicos (por ejemplo, “sustancialmente todos” los segmentos génicos V, D o J), incluyen segmentos
génicos tanto funcionales como no funcionales e incluyen, en diversos aspectos, por ejemplo, el 80 % o mas, el
85 % o mas, el 90 % o mas, el 95 % o mas, el 96 % o0 mas, el 97 % o mas, el 98 % o mas, o el 99 % o mas, de todos
los segmentos génicos V, D, o J. En diversos aspectos, “sustancialmente todos” los segmentos génicos incluyen, por
ejemplo, al menos el 95 %, 96 %, 97 %, 98% 0 99 % de los segmentos génicos funcionales (es decir, no
pseudogén).
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Animales no humanos que comprenden una secuencia génica de region variable de cadena ligera
reordenada y opcionalmente un repertorio limitado de segmentos génicos variables de cadena ligera no
reordenada

Aunque se han desarrollado diversos anticuerpos biespecificos con dobles propiedades de union a antigeno, en los
anticuerpos biespecificos convencionales, la especificidad y afinidad de las regiones variables de cadena ligera o
cadena pesada ha tenido que sacrificarse hasta cierto grado porque, en los anticuerpos biespecificos
convencionales, cualquiera de una regién variable de cadena ligera o de cadena pesada solo contribuye a la unién
de cada uno de los determinantes antigénicos, mientras que en los anticuerpos regulares, las regiones variables
tanto de cadena pesada como de cadena ligera, pueden contribuir a la unién con el mismo determinante antigénico.

Por lo tanto, la generacion de regiones variables de cadena ligera que tienen la capacidad de unirse a un antigeno
independientemente de una region variable de cadena pesada, puede ser Util para crear dominios variables de
cadena ligera (VL) para su uso en moléculas de unién a antigeno (por ejemplo, moléculas de unién biespecificas que
comprenden una region constante de cadena pesada (por ejemplo, seleccionada de un Cy1, una bisagra, un Cu2,
un Cx3 y una combinaciéon de los mismos) fusionada con V), particularmente aquellas que no comprenden un
dominio variable de cadena pesada, incluyendo los heterodimeros que tienen la misma regién constante de cadena
pesada o similar pero las V. con diferentes especificidades y/o afinidades.

Una estrategia para producir dichos dominios variables de cadena ligera que pueden unirse a un antigeno
independientemente de una region variable de cadena pesada, es aplicar una presion selectiva sobre las secuencias
de nucledtidos que codifican una regién variable o dominio de una cadena ligera (V) para generar las CDR3 de
cadena ligera con un repertorio de unién antigénica mas diverso. Como se desvela en el presente documento, esto
puede realizarse generando genéticamente un ratdn o una rata que contenga, en su genoma, una secuencia de
nucleétidos de region variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada. Dado que la secuencia
de cadena pesada esta restringida a secuencias comunes o universales (es decir, la misma o una muy similar) en
estos ratones y ratas, las secuencias de nucleottidos (es decir, genes) de region variable de cadena ligera se veran
forzadas a crear las CDR3 de cadena ligera con propiedades de union antigénicas mas diversas y eficaces, que
pueden unirse a un determinante antigénico independientemente de las regiones variables de cadena pesada. Asi
mismo, como se desvela en el presente documento, el reemplazo exacto de los segmentos génicos de region
variable de la linea germinal (por ejemplo, por direccionamiento génico mediado por recombinacion homéloga)
permite la creacién de ratones y ratas que tienen locus de inmunoglobulina parcialmente humanos. Dado que
normalmente los locus de inmunoglobulina parcialmente humanos se reordenan, hipermutan y mutan
somaticamente (por ejemplo, intercambio de clase), los locus de inmunoglobulina parcialmente humanos generan en
el animal anticuerpos que comprenden regiones variables humanas. Estos ratones o ratas exhiben un sistema
inmunitario humoral que es sustancialmente similar al de los ratones o ratas de tipo silvestre, y presentan
poblaciones de células normales y estructuras de érganos linfoides normales, incluso cuando los animales carecen
de un repertorio completo de segmentos génicos de la regién variable humana. La inmunizacién de estos animales
(por ejemplo, ratones) da como resultado fuertes respuestas humorales que presentan una amplia diversidad de uso
de los segmentos génicos variables. Las secuencias de nucleétidos que codifican las regiones variables pueden
identificarse y clonarse, después fusionarse (por ejemplo, en un sistema in vitro) con cualquiera de las secuencias
de eleccion, por ejemplo, con cualquier isotipo de inmunoglobulina adecuado para un uso particular, dando como
resultado un anticuerpo o una proteina de unién a antigeno procedente de secuencias completamente humanas.

Ademas, utilizando ratones o ratas que tengan un repertorio restringido (limitado) de segmentos génicos de region
variable de cadena ligera, por ejemplo, un repertorio restringido de segmentos variables de cadena ligera, que
comprende uno o mas de los segmentos génicos V. humanos, pero menos que el nimero de segmentos de tipo
silvestre (por ejemplo, una doble cadena ligera o “DLC”", Publicacién de Solicitud de Patente de Estados Unidos n.°
2013/0198880) en combinacién con la secuencia de nucleétidos de regién variable de cadena pesada de
inmunoglobulina humana reordenada descrita anteriormente, puede producirse un dominio variable de cadena ligera
de inmunoglobulina que puede emparejarse de un modo mas eficaz con un dominio variable de cadena pesada de
inmunoglobulina. Asi mismo, introduciendo codones de histidina, por ejemplo, mediante la adicién de uno o mas
codones de histidina o la sustitucion de uno o mas codones no histidina con codones de histidina, en los segmentos
génicos variables de cadena ligera limitada en el genoma de los ratones o ratas descritos en el presente documento,
pueden generarse secuencias de aminoacidos de region variable de cadena ligera que pueden conferir reciclabilidad
dependiente de pH mejorada a las proteinas de unién a antigeno (por ejemplo, anticuerpos biespecificos o
triespecificos).

En algunos aspectos, los ratones o ratas modificados genéticamente, como se describe en el presente documento,
proporcionan una mayor produccion de anticuerpos, aunque al mismo tiempo limitando la diversidad, aumentando
de este modo la probabilidad de emparejamiento satisfactorio de cadenas ligeras con cadenas pesadas generadas
en una rata o un raton que comprende una sola region variable de cadena ligera reordenada (por ejemplo, un ratén
de Cadena Ligera Universal (“ULC” Universal Light Chain); véase, por ejemplo, la publicacion previa a la concesién
de patente de Estados Unidos 2013/0185821). En algunos aspectos, las propias cadenas ligeras pueden presentar
propiedades de unién a antigeno. En algunos aspectos, el ratdon o la rata puede inducirse para que produzcan
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proteinas de unién a antigeno que presenten especificidad antigénica que resida en sus cadenas ligeras (por
ejemplo, limitando un repertorio de cadenas pesadas de inmunoglobulina de rata o de raton; por ejemplo,
reemplazando el locus de cadena pesada de ratdn o rata con un locus que comprenda una sola secuencia de
nucleétidos de region variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada). En algunos aspectos,
las proteinas de unién a antigeno (por ejemplo, anticuerpos) producidas en dichos animales seran especificas para
un primer epitopo particular (por ejemplo, antigenos efectores, moléculas citotéxicas, receptores Fc, toxinas,
receptores activadores o inhibidores, marcadores de linfocitos T, transportadores de inmunoglobulina, etc.) a través
de su unién a la cadena ligera. Dichas cadenas ligeras humanas especificas de epitopo procedentes de estos
ratones o ratas puede coexpresarse con cadenas pesadas humanas procedentes de un ratén con un repertorio
limitado de cadenas ligeras, por ejemplo, un ratén o una rata de ULC, en el que la cadena pesada se selecciona en
funciéon de su capacidad para unirse a un segundo epitopo (por ejemplo, un segundo epitopo en un antigeno
diferente).

En diversos aspectos, se describe un ratén o una rata que en su genoma de linea germinal comprende un locus de
cadena pesada de inmunoglobulina que comprende una secuencia de nucleétidos de region variable de cadena
pesada de inmunoglobulina humana reordenada (es decir, una secuencia VDJ de cadena pesada reordenada). La
secuencia de nucledtidos de regién variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada esta unida
operativamente a una secuencia de regién constante de cadena pesada humana o no humana endégena. En
algunos aspectos, un dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina codificado por la secuencia de
nucleétidos de regién variable de cadena pesada reordenada no es inmundgeno al raton o a la rata. En algunos
aspectos, el raton o la rata se modifica para que comprenda una secuencia de nucleétidos que codifique dos copias,
tres copias, cuatro copias o mas, del dominio variable de cadena pesada reordenada, unidas a un dominio constante
de cadena pesada. En algunos aspectos, la secuencia de nucleétidos codifica una pluralidad de copias de la
secuencia de nucledtidos de region variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada. Por
ejemplo, la secuencia de nucleétidos puede codificar al menos una, dos, tres, cuatro, cinco copias de la secuencia
de nucledtidos de region variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada. En algunos aspectos,
la secuencia de nucleétidos codifica 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10 copias de la secuencia de nucledtidos de regién
variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada. En algunos aspectos, el locus comprende una
pluralidad de copias de la secuencia de nuclettidos de region variable de cadena pesada de inmunoglobulina
humana reordenada unidas operativamente a una secuencia génica de dominio constante de cadena pesada.

También se desvela un ratén o una rata que estd modificado genéticamente para que contenga un locus de cadena
ligera de inmunoglobulina que codifique un dominio variable de cadena pesada reordenada (es decir, un locus de
cadena ligera que comprende una secuencia de nucledtidos de region variable de cadena pesada de
inmunoglobulina humana reordenada) unido operativamente a una secuencia génica de la region constante de
cadena ligera humana o no humana. Por ejemplo, en algunos aspectos, una secuencia de nucleétidos de regién
variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada (es decir, una region VDJ previamente
disefiada; es decir, una secuencia de cadena pesada comuln o universal) puede unirse operativamente a una
secuencia génica de region constante de cadena ligera direccionando la secuencia de cadena pesada reordenada
en un locus de cadena ligera tanto kappa como lambda, de ratéon o de rata. Por tanto, en algunos aspectos, la
secuencia de nucleétidos que codifica el dominio variable de cadena pesada reordenada esta presente en el
genoma de la linea germinal del ratén o de la rata. En algunos aspectos, el dominio variable de cadena pesada
reordenada expresado por el ratén o la rata modificado genéticamente no es inmunégeno al ratén o la rata. En
algunos aspectos, el raton o la rata se modifica para comprenda una secuencia de nucle6tidos que codifique dos
copias, tres copias, cuatro copias o0 mas de la secuencia de nucleétidos de region variable de cadena pesada de
inmunoglobulina humana reordenada unida operativamente a un dominio constante de cadena ligera. En algunos
aspectos, la secuencia de nucleétidos puede codificar una pluralidad de copias de la secuencia de nucleétidos de
region variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada. Por ejemplo, la secuencia de
nucleétidos codifica al menos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10 copias de la secuencia de nucleétidos de region variable de
cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada. En algunos aspectos, el locus comprende una pluralidad
de copias de la secuencia de nucleétidos de region variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana
reordenada unida operativamente a una secuencia génica de dominio constante de cadena ligera.

En diversos aspectos, el locus de la cadena ligera de inmunoglobulina de los ratones y las ratas descritos en el
presente documento comprende un repertorio limitado de segmentos génicos variables de la cadena ligera, por
ejemplo, uno o mas segmentos génicos V. humanos, pero menos que el nimero de segmentos de tipo silvestre; y
uno 0 mas segmentos génicos J., unidos operativamente a una secuencia de acido nucleico de region constante de
cadena ligera no humana. Por tanto, se describen ratones y ratas modificados genéticamente que en sus genomas
comprenden: (i) un locus de cadena pesada de inmunoglobulina que comprende una secuencia de acido nucleico de
regién variable de cadena pesada de inmunoglobulina reordenada unida operativamente a una secuencia de acido
nucleico de region constante de cadena pesada humana o no humana; y (ii) un locus de cadena ligera de
inmunoglobulina que comprende dos o mas segmentos génicos V. y J. variables de cadena ligera de
inmunoglobulina humana, pero menos que el nimero de segmentos de tipo silvestre, unidas operativamente a una
secuencia de acido nucleico de regiéon constante de cadena ligera. En algunos aspectos, la region constante de
cadena ligera es una region constante de una rata o de un ratén, por ejemplo, una regioén constante Ck de una rata o
de un ratén. En algunos aspectos, los segmentos génicos de la region variable humana pueden reordenarse y
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codificar dominios variables humanos de un anticuerpo, y el ratén o la rata no comprende ningln segmento génico
V. enddgeno. En algunos aspectos, el ratdon o la rata comprende cinco segmentos génicos Jk humanos, por
ejemplo, los segmentos génicos Jk1, Jk2, Jk3, Jk4 y Jk5. En algunos aspectos, el locus de cadena ligera de
inmunoglobulina comprende dos segmentos génicos V| humanos, Vk1-39 y Vk3-20. En algunos aspectos, uno o
mas (por ejemplo, 2, 3, 4 o 5) segmentos génicos V. humanos y dos o0 mas segmentos génicos J. humanos, estan
presentes en un locus de cadena ligera enddgena, por ejemplo, en un locus de cadena ligera kappa endégena. En
algunos aspectos, el raton comprende un locus de cadena ligera A funcional. En algunos aspectos, el ratén
comprende un locus de cadena ligera A no funcional. En algunos aspectos, el uno o0 mas segmentos génicos Vy
humanos, uno 0 mas segmentos génicos Dy humanos y uno o mas segmentos génicos Jy humanos, estan unidos
operativamente a una secuencia de region constante de cadena pesada de ratén o rata.

En algunos aspectos, los ratones modificados genéticamente que comprenden en sus genomas (i) un locus de
cadena pesada de inmunoglobulina que comprende una secuencia de acido nucleico de region variable de cadena
pesada de inmunoglobulina reordenada unida una secuencia de acido nucleico de region constante de cadena
pesada humana o no humana y (ii) un locus de cadena ligera de inmunoglobulina que comprende dos o mas
segmentos génicos V| y J. variables de cadena ligera de inmunoglobulina humana, pero menos que el nimero de
segmentos de tipo silvestre, unidos operativamente a una secuencia de acido nucleico de regién constante de
cadena ligera, muestran numeros de linfocitos B CD19+ y numeros de linfocitos B maduros, que son
sustancialmente iguales a los nimeros observados en ratones de tipo silvestre o en ratones que contienen otras
modificaciones de sus locus de inmunoglobulina (es decir, ratones de control modificados genéticamente; por
ejemplo, ratones VELOCIMMUNE®, en los que el sistema inmunitario humoral del ratén funciona como el de un
raton de tipo silvestre). En algunos aspectos, dichos ratones demuestran un aumento en el nimero de linfocitos B
inmaduros en el bazo en comparacion con ratones de control modificados genéticamente. En aspectos especificos,
dichos ratones demuestran un aumento de aproximadamente 2, de aproximadamente 3, de aproximadamente 4, o
de aproximadamente 5 veces o mas, en los nimeros de linfocitos B inmaduros en el bazo en comparaciéon con
ratones de control modificados genéticamente. En algunos aspectos, dichos ratones también son sustancialmente
similares a ratones de tipo silvestre o ratones de control modificados genéticamente con respecto al uso de la
cadena ligera kappa y gamma en linfocitos B esplénicos. En algunos aspectos, dichos ratones demuestran una IgM
en superficie aumentada en linfocitos B esplénicos (es decir, mas expresion en la superficie de IgM por célula) en
comparacioén con ratones de control modificados genéticamente. En algunos aspectos, dichos ratones demuestran
un desarrollo alterado de linfocitos B periféricos a través de varios estadios de desarrollo de linfocitos B en el
compartimento esplénico en comparacién con los ratones de control modificados genéticamente, por ejemplo un
aumento en linfocitos B inmaduros, T1 y/o de la zona marginal. En algunos aspectos, dichos ratones demuestran
numeros de linfocitos B CD19+ en el compartimiento de la médula 6sea que es sustancialmente similar a los
numeros demostrados en los ratones de control modificados genéticamente. En algunos aspectos, dichos ratones
demuestran algunos linfocitos pro-B en la médula 6sea en comparacidon con ratones de control modificados
genéticamente. En aspectos especificos, los numeros de linfocitos pro-B en el compartimento de la médula 6sea se
reducen a aproximadamente 2 veces, aproximadamente 5 veces, aproximadamente 10 veces, aproximadamente 15
veces, aproximadamente 20 veces, aproximadamente 25 veces 0 mas, en comparacion con ratones de control
modificados genéticamente. En algunos aspectos, dichos ratones demuestran aproximadamente 2 veces,
aproximadamente 3 veces, aproximadamente 4 veces, aproximadamente 5 veces, etc., algunos linfocitos B
inmaduros y/o maduros en la médula ésea en comparacion con ratones de control modificados genéticamente. En
algunos aspectos, dichos ratones presentan una ligera preferencia (por ejemplo, un aumento de 2 veces) de uso de
genes de cadena ligera lambda en el compartimento de la médula 6sea, en comparacion con los ratones de control
modificados genéticamente.

También se desvela un ratén o una rata que comprende un locus de inmunoglobulina modificado genéticamente que
comprende: (a) una primera secuencia de nucledtidos que codifica un dominio variable de cadena pesada
reordenada (es decir, en el que la primera secuencia de nucleétidos es una secuencia de nucleétidos de regioén
variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada), en el que la primera secuencia de nucleétidos
esta unida operativamente a una secuencia génica de region constante de cadena ligera; y (b) una segunda
secuencia de nucledtidos que codifica un dominio variable de cadena ligera humana (es decir, en el que la segunda
secuencia de nucledtidos es una secuencia de nucledtidos de region variable de cadena ligera de inmunoglobulina
humana no reordenada), en la que la segunda secuencia de nucleétidos esta unida operativamente a una secuencia
génica de region constante de cadena pesada. Por ejemplo, en algunos aspectos, una cadena pesada reordenada
de una region VDJ predisefiada (es decir, una secuencia de nucleétidos de region variable de cadena pesada de
inmunoglobulina humana reordenada; es decir, una secuencia de cadena pesada comudn o universal) puede unirse
operativamente a una secuencia génica de regién constante de cadena ligera direccionando la secuencia de cadena
pesada reordenada en un locus de cadena ligera kappa o lambda de raton. Por tanto, como en otros aspectos, este
locus de inmunoglobulina modificado genéticamente puede estar presente en el genoma de la linea germinal del
raton o de la rata. Los ratones y ratas modificados genéticamente comprenden secuencias de nucle6tidos de region
variable de cadena ligera de inmunoglobulina humana en union operativa con secuencias génicas de region
constante de cadena pesada descritas en la publicacion previa a la concesién de patente de Estados Unidos
2012/0096572. En algunos aspectos, la primera secuencia de nucleotidos que codifica el dominio variable de cadena
pesada reordenada estd unida a una secuencia génica de regién constante de cadena ligera k. En algunos
aspectos, la primera secuencia de nucledtidos que codifica el dominio variable de cadena pesada reordenada esta
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unida operativamente a una secuencia génica de regidon constante de la cadena ligera k de rata o de raton. En
algunos aspectos, la primera secuencia de nucleétidos que codifica el dominio variable de cadena pesada
reordenada esta unida operativamente a una secuencia génica de region constante de cadena ligera kK humana. En
algunos aspectos, la primera secuencia de nucledtidos que codifica el dominio variable de cadena pesada
reordenada esta unida operativamente a una secuencia génica de regién constante de cadena ligera A. En algunos
aspectos, la primera secuencia de nucleétidos que codifica el dominio variable de cadena pesada reordenada esta
unida operativamente a una secuencia génica de region constante de cadena ligera A de ratén o de rata. En algunos
aspectos, la primera secuencia de nucledtidos que codifica el dominio variable de cadena pesada reordenada esta
unida operativamente a una secuencia génica de regién constante de cadena ligera A humana.

También se desvela un raton modificado genéticamente que comprende un locus de cadena ligera de
inmunoglobulina que contiene una secuencia de nucledtidos de regién variable de cadena pesada de
inmunoglobulina humana reordenada y un locus de cadena pesada de inmunoglobulina que contiene secuencias de
dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina humana no reordenada (por ejemplo, genes de cadena ligera
kappa) que presenta frecuencias de linfocitos B CD19+ y pre B en la médula 6sea que estan alteradas con respecto
a un ratén de tipo silvestre o a un ratén modificado genéticamente con otras modificaciones en un locus de
inmunoglobulina (por ejemplo, ratones de control modificados genéticamente; por ejemplo, ratones
VELOCIMMUNE®, en los que el sistema inmunitario humoral de ratéon funciona como el de un ratén de tipo
silvestre). En aspectos especificos, los nimeros de linfocitos pre B y linfocitos B CD19+ en la médula 6sea son 2
veces menores, 3 veces menores, 4 veces menores 0 5 veces menores en comparacion con un ratén de tipo
silvestre o con un raton de control con locus de inmunoglobulina modificado genéticamente. En aspectos
especificos, el nimero de linfocitos B inmaduros en la médula 6sea es 2 veces menor, 3 veces menor, 4 veces
menor o 5 veces menor en comparacion con un raton de tipo silvestre o con un raton de control con locus de
inmunoglobulina modificado genéticamente. En algunos aspectos, un ratén modificado genéticamente comprende un
locus de cadena ligera de inmunoglobulina que contiene una secuencia de nucle6tidos de region variable de cadena
pesada de inmunoglobulina humana reordenada y un locus de cadena pesada de inmunoglobulina que contiene
secuencias de dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina humana no reordenada (por ejemplo, genes de
cadena ligera kappa) que no expresa 0 no expresa esencialmente genes de cadena ligera lambda en las células de
médula dsea. En algunos aspectos, un raton modificado genéticamente que comprende un locus de cadena ligera
de inmunoglobulina contiene una secuencia de nucledétidos de region variable de cadena pesada de inmunoglobulina
humana reordenada y un locus de cadena pesada de inmunoglobulina que contiene secuencias de dominio variable
de cadena ligera de inmunoglobulina humana no reordenada (por ejemplo, genes de cadena ligera kappa) tiene
niveles reducidos de linfocitos B esplénicos en comparacion con un ratén de tipo silvestre o con un ratén de control
con locus de inmunoglobulina modificado genéticamente. En aspectos especificos, los niveles de linfocitos B
esplénicos y de linfocitos B maduros son 2 veces menores, 3 veces menores, 4 veces menores 0 5 veces menores
en comparacion con un raton de tipo silvestre o con un ratén de control con locus de inmunoglobulina modificado
genéticamente. En algunos aspectos, un ratén modificado genéticamente que comprende un locus de cadena ligera
de inmunoglobulina que contiene una secuencia de nucletdtidos de region variable de cadena pesada de
inmunoglobulina humana reordenada y un locus de cadena pesada de inmunoglobulina que contiene secuencias de
dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina humana no reordenada (por ejemplo, genes de cadena ligera
kappa) no expresa o esencialmente no expresa genes de cadena ligera lambda en células B esplénicas. En
aspectos especificos, un raton modificado genéticamente que comprende un locus de cadena ligera de
inmunoglobulina que contiene una secuencia de nucleétidos de region variable de cadena pesada de
inmunoglobulina humana reordenada y un locus de cadena pesada de inmunoglobulina que contiene secuencias de
dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina humana no reordenada (por ejemplo genes de cadena ligera
kappa) tiene una frecuencia aumentada de células en la fase T1 en el bazo en comparacién con un ratén de tipo
silvestre o un ratén de control con locus de inmunoglobulina modificado genéticamente.

Aungue en el presente documento se analizan extensamente aspectos que emplean un dominio variable de cadena
pesada humana reordenada en un ratén (es decir, un ratén con un locus de inmunoglobulina que comprende una
secuencia de nucleétidos de region variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada), también
se describen ratas que comprenden un locus de inmunoglobulina modificado genéticamente que codifica un dominio
variable de cadena pesada humana reordenada. Como métodos para modificar un genoma animal no humano (por
ejemplo, un genoma de un cerdo, vaca, roedor, gallina, etc.) se incluyen, por ejemplo, el empleo de una nucleasa de
dedo de zinc (ZFN) o una nucleasa efectora de tipo activador de transcripcién (TALEN, transcription activator-like
effector nuclease) para modificar un genoma que incluya una secuencia de nucleétidos de region variable de cadena
pesada de inmunoglobulina humana reordenada.

El animal empleado es un ratén o una rata. En algunos aspectos, el animal es un ratén.

En algunos aspectos, el raton o la rata es un raton de una cepa C57BL seleccionada de C57BL/A, C57BL/An,
C57BL/GrFa, C57BL/KaLwN, C57BL/6, C57BL/6J, C57BL/6ByJ, C57BL/6N, C57BL/6NJ, C57BL/10, C57BL/10ScSn,
C57BL/10Cr y C57BL/Ola. En otro aspecto, el raton es una cepa 129. En algunos aspectos, la cepa 129 se
selecciona del grupo que consiste en 129P1, 129P2, 129P3, 129X1, 129S1 (por ejemplo, 129S1/SV, 129S1/Svim),
129S2, 129S4, 129S5, 129S9/SvEVH, 129S6 (129/SvEvTac), 129S7, 129S8, 129T1, 129T2 (véase, por ejemplo,
Festing et al. (1999) Revised nomenclature for strain 129 mice, Mammalian Genome 10: 836, véase también,
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Auerbach et al. (2000) Establishment and Chimera Analysis of 129/SvEv- and C57BL/6-Derived Mouse Embryonic
Stem Cell Lines). En algunos aspectos, el raton modificado genéticamente es una mezcla de una cepa 129
mencionada anteriormente y de una cepa C57BL/6 mencionada anteriormente (por ejemplo, una cepa C57BL/6). En
otro aspecto, el ratén es una mezcla de las cepas 129 mencionadas anteriormente, o una mezcla de las cepas
C57BL/6 mencionadas anteriormente. En algunos aspectos, la cepa 129 de la mezcla es una cepa 129S6
(129/SvEvTac). En otro aspecto, el raton es una mezcla de una cepa procedente de 129/SvEv- y una cepa C57BL/6.
En un aspecto especifico, el ratén es una mezcla de una cepa 129/SvEv- y una cepa C57BL/6 como se describe en
Auerbach et al. 2000 BioTechniques 29: 1024-1032. En otro aspecto, el raton es una cepa BALB, por ejemplo, una
cepa BALB/c. En otro aspecto, el raton es una mezcla de una cepa BALB (por ejemplo cepa BALB/c) y de otra cepa
mencionada anteriormente.

En algunos aspectos, el animal no humano es una rata. En algunos aspectos, la rata se selecciona de una rata
Wistar, una cepa LEA, una cepa Sprague Dawley, una cepa Fischer, F344, F6, ACI y Dark Agouti (DA). En algunos
aspectos, la cepa de rata es una mezcla de dos o mas de una cepa seleccionada del grupo que consiste en Wistar,
LEA, Sprague Dawley, Fischer, F344, F6, ACI y Dark Agouti (DA).

En algunos aspectos, se describe un ratén modificado genéticamente que en su genoma de linea germinal
comprende un locus de cadena pesada de inmunoglobulina que comprende una secuencia de nucleétidos de region
variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada que genera poblaciones de linfocitos B
esplénicos maduros e inmaduros que son esencialmente normales con respecto a un raton de tipo silvestre. En
algunos aspectos, dicho raton modificado genéticamente tiene una ligera disminucion en el uso de las secuencias
génicas lambda de cadena ligera con respecto al tipo silvestre en linfocitos B esplénicos. En aspectos especificos,
dicho ratén modificado genéticamente utiliza secuencias génicas lambda de cadena ligera con una frecuencia menor
de 2 veces, 3 veces, 4 veces 0 5 veces en comparacién con el tipo silvestre en linfocitos B esplénicos. En algunos
aspectos, dicho ratén modificado genéticamente tiene una ligera disminuciéon en la poblacién T1 de linfocitos B
esplénicos y un aumento de linfocitos B esplénicos en la zona marginal con respecto al tipo silvestre. En algunos
aspectos, dicho ratdn modificado genéticamente tiene poblaciones de linfocitos B casi normales en la médula ésea.
En algunos aspectos, dicho ratén modificado genéticamente utiliza secuencias génicas lambda con una frecuencia
qgue es la mitad o menor que la mitad de la frecuencia de las secuencias génicas lambda utilizadas en el tipo
silvestre.

En diversos aspectos, como se describe en el presente documento, el dominio variable de cadena pesada
reordenada (es decir, la secuencia de nucleétidos de region variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana
reordenada) procede de una secuencia 0 segmento génico V, D y J humana. En algunos aspectos, el dominio
variable de cadena pesada reordenada procede de un segmento J de la linea germinal humana, de un segmento D
de la linea germinal humana y de un segmento V de la linea germinal humana. En algunos aspectos, el segmento
Vy humano corresponde a variantes observadas en la poblacion humana.

En algunos aspectos, la secuencia de regidon constante de cadena pesada de un animal humano o no humano,
comprende una secuencia seleccionada de un Cy1, una bisagra, un Cy2, un Cx3 y una combinacién de los mismos.
En aspectos especificos, la secuencia de regién constante comprende un Cyl, una bisagra, un Cy2 y un Cy3. En
diversos aspectos, como se describe en el presente documento, el segmento génico J humano se selecciona del
grupo que consiste en Jul, Ju2, Ju3, Ju4, Ju5, Ju6 y una variante polimérfica de los mismos. La secuencia de
nucleétidos de regién variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada codifica la secuencia de
Vu3-23/GYIn4-4 (SEQ ID NO: 137) humana. En algunos aspectos, el dominio variable de cadena pesada
reordenada codificado por y expresado de la secuencia de nucleétidos de region variable de cadena pesada de
inmunoglobulina humana reordenada comprende la secuencia de Vx3-23/X1X2/J humana (en la que X1 y X, es
cualquier aminoéacido). En algunos aspectos, X; es Gly y X, es Tyr. En algunos aspectos, el dominio variable de
cadena pesada reordenada comprende la secuencia de V1 3-23/X1X2/Ju4-4 humana (en la que X; y X2 es cualquier
aminoacido). En algunos aspectos, X2 es un aminoacido que comprende un grupo fenilo. En aspectos especificos,
X3 se selecciona de Tyr y Phe.

En algunos aspectos, la secuencia de nucleétidos de region variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana
reordenada comprende un segmento D humano que no es autorreactivo (no inmunégeno) en el animal. En algunos
aspectos, la secuencia de nucleétidos comprende un segmento D humano que puede expresarse en una secuencia
variable de cadena pesada de un linfocito B maduro de un ratén. En algunos aspectos, el segmento D es un
segmento que se ha expresado en un ratén que comprende un locus de inmunoglobulina humanizado que
comprende un segmento Vy humano, Dy humano y J4 humano

Diversos aspectos utilizan o engloban caracteristicas o informacién de secuencia procedente del ratén humanizado
VELOCIMMUNER®. Los ratones VELOCIMMUNE® humanizados contienen un reemplazo exacto, a gran escala de
regiones variables de la linea germinal de cadena pesada de inmunoglobulina (IgH) de ratén y de cadena ligera de
inmunoglobulina (por ejemplo, cadena ligera K, Igk) con correspondientes regiones variables de inmunoglobulina
humana, en los locus endégenos (véanse, por ejemplo, los documentos US 6.596.541 y US 8.502.018). En total,
aproximadamente seis megabases de locus de raton se reemplazan con aproximadamente 1,5 megabases de
secuencia gendémica humana. Este reemplazo exacto da como resultado un ratéon con locus de inmunoglobulina
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hibridos que hacen que las cadenas pesada y ligera tengan una regién variable humana y una regién constante de
ratéon. El reemplazo exacto de los segmentos Vu-D-Jy y Vk-JK de ratdn dejan intactas secuencias de raton
flanqueantes y funcionales en los locus de inmunoglobulina hibridos. El sistema inmunitario humoral del raton
funciona como el del ratén de tipo silvestre. El desarrollo de linfocitos B no se ve obstaculizado en ningun aspecto
significativo y se genera una rica diversidad de regiones variables humanas en el ratéon después de la exposicién
antigénica. Por otra parte, los ratones VELOCIMMUNE® humanizados presentan una respuesta esencialmente
normal, de tipo silvestre, a la inmunizacion que difiere solo en un aspecto significativo respecto de los ratones de tipo
silvestre en los que las regiones variables generadas en respuesta a la humanizacién son completamente humanas.
Los ratones VELOCIMMUNE® humanizados son posibles porque los segmentos génicos de inmunoglobulina para
las cadenas pesada y ligera k se reordenan de manera similar en seres humanos y en ratones. Aunque los locus no
son idénticos, son lo suficientemente similares para que la humanizacion del locus génico variable de cadena
pesada pueda realizarse reemplazando aproximadamente tres millones de pares de bases de secuencia de ratén
contiguas que contienen todos los segmentos génicos Vu, D y Ju cubriendo aproximadamente un millén de bases
de secuencia genémica humana contigua basicamente la secuencia equivalente de un locus de inmunoglobulina
humana. Por ejemplo, en algunos aspectos, los segmentos D proceden de una cadena pesada expresada en un
linfocito B maduro de un ratén VELOCIMMUNE® humanizado inmunizado con un antigeno, en el que el segmento D
contribuye a no méas de dos aminoacidos en la secuencia CDR3 de cadena pesada.

En aspectos particulares, se proporciona un ratén VELOCIMMUNE® que comprende un locus de cadena pesada de
inmunoglobulina que codifica un dominio variable de cadena pesada reordenada (es decir, que comprende un locus
de cadena pesada de inmunoglobulina que comprende una secuencia de nucleétidos de region variable de cadena
pesada de inmunoglobulina humana reordenada). Un ratén VELOCIMMUNE® modificado de esta manera
comprende un reemplazo de segmentos génicos variables de cadena pesada de inmunoglobulina de ratén con una
secuencia de nucleétidos de region variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada (es decir,
una secuencia de Cadena Pesada Universal en un locus de cadena pesada enddgena) y un reemplazo de
segmentos génicos variables de cadena ligera k de inmunoglobulina de ratéon con al menos 40 segmentos génicos
VK humanos y cinco segmentos génicos Jk humanos. En algunos aspectos, los segmentos génicos Vk humanos se
seleccionan del grupo que consiste en Vk1-5, Vk1-6, Vk1-8, Vk1-9, Vk1-12, Vk1-13, Vk1-16, Vk1-17, Vk1-22, Vk1-27,
Vk1-32, Vk1-33, Vk1-35, Vk1-37, Vk1-39, Vk1D-8, Vk1D-12, Vk1D-13, Vk1D-16, Vk1D-17, Vk1D-22, Vk1D-27, Vk1D-
32, Vk1D-33, Vk1D-35, Vk1D-37, Vk1D-39, Vk1D-42, Vk1D-43, Vk1-NL1, Vk2-4, Vk2-10, Vk2-14, Vk2-18, Vk2-19,
Vk2-23, VK2-24, Vk2-26, Vk2-28, Vk2-29, Vk2-30, Vk2-36, Vk2-38, Vk2-40, Vk2D-10, Vk2D-14, Vk2D-18, Vk2D-19,
Vk2D-23, Vk2D-24, Vk2D-26, Vk2D-28, Vk2D-29, Vk2D-30, Vk2D-36, Vk2D-38, Vk2D-40, Vk3-7, Vk3-11, Vk3-15, Vk3-
20, Vk3-25, Vk3-31, Vk3-34, Vk3D-7, Vk3D-7, Vk3D-11, Vk3D-15, Vk3D-15, Vk3D-20, Vk3D-25, Vk3D-31, Vk3D-34,
Vk3-NL1, Vk3-NL2, Vk3-NL3, Vk3-NL4, Vk3-NL5, Vk4-1, Vk5-2, Vk6-21, Vk6D-21, Vk6D-41 y Vk7-3. En algunos
aspectos, los segmentos génicos Vk humanos comprenden Vk4-1, Vk5-2, Vk7-3, Vk2-4, Vk1-5 y Vk1-6. En un
aspecto, los segmentos génicos Vk comprenden Vk3-7, Vk1-8, Vk1-9, Vk2-10, Vk3-11, Vk1-12, Vk1-13, Vk2-14, Vk3-
15y Vk1-16. En algunos aspectos, los segmentos génicos Vk comprenden Vk1-17, Vk2-18, Vk2-19, Vk3-20, Vk6-21,
Vk1-22, Vk1-23, Vk2-24, Vk3-25, VKk2-26, Vk1-27, Vk2-28, Vk2-29, y Vk2-30. En algunos aspectos, los segmentos
génicos Vk comprenden Vk3-31, Vk-32, Vk1-33, Vk3-34, Vk1-35, Vk2-36, Vk1-37, Vk2-38, Vk1-39 y Vk2-40. En
aspectos especificos, los segmentos génicos Vk comprenden segmentos génicos de inmunoglobulina k humanos
contiguos que abarcan el locus de cadena ligera k de inmunoglobulina humana desde Vk4-1 a Vk2-40, y los
segmentos génicos Jk comprenden los segmentos génicos contiguos que abarcan el locus de cadena ligera k de
inmunoglobulina humana de Jk1 a Jk5. En algunos aspectos, la secuencia de nucleétidos de dominio variable de
cadena pesada humana reordenada esta unida operativamente a una secuencia de region constante de cadena
pesada de ratén. Un raton VELOCIMMUNE® comprende un locus de cadena pesada de inmunoglobulina que
codifica un dominio variable de cadena pesada reordenada (es decir, que comprende un locus de cadena pesada de
inmunoglobulina que comprende una secuencia de nucleétidos de regidon variable de cadena pesada de
inmunoglobulina humana reordenada) que puede utilizarse en cualquiera de los aspectos, realizaciones, métodos
etc. descritos en el presente documento.

En diversos aspectos, la secuencia de nucleétidos de region variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana
reordenada esta unida operativamente a una secuencia génica de regién constante de cadena pesada humana o de
raton (por ejemplo, una secuencia génica de region constante de cadena pesada que codifica un isotipo de
inmunoglobulina seleccionado de IgM; IgD, IgA, IgE, IgG y combinaciones de los mismos). Por ejemplo, se
describen ratones o ratas modificados genéticamente que comprenden locus de inmunoglobulina en los que: (a) una
primera secuencia de nucleétidos codifica un dominio variable de cadena pesada reordenada (es decir, en el que la
primera secuencia de nucleétidos es una secuencia de nucle6tidos de region variable de cadena pesada de
inmunoglobulina humana reordenada), en la que la primera secuencia de nucleétidos esta unida operativamente a
una secuencia génica de regién constante de cadena pesada humana o no humana; y (b) una segunda secuencia
de nucledtidos codifica un dominio variable de cadena ligera (es decir, en el que la segunda secuencia de
nucleétidos es una secuencia de nucledtidos variable de cadena ligera de inmunoglobulina humana no reordenada),
en la que la segunda secuencia de nucleétidos esta unida operativamente a una secuencia génica de regién
constante de cadena ligera humana o no humana. En algunos aspectos, la secuencia génica de region constante de
cadena pesada humana se selecciona de un Cy1, una bisagra, un Cy2, un Cy3 y combinaciones de los mismos. En
algunos aspectos, la secuencia génica de region constante de cadena pesada de raton se selecciona de un Cyl,
una bisagra, un Cy2, un Cy3 y combinaciones de los mismos. En algunos aspectos, el reemplazo adicional de
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determinadas secuencias génicas de la regidn constante de animales no humanos con secuencias génicas humanas
(por ejemplo, reemplazo de la secuencia Cxl de raton por la secuencia Cyl humana, y el reemplazo de la
secuencia C_ de raton por la secuencia C. humana) da como resultado animales no humanos modificados
genéticamente con locus de inmunoglobulina hibridos que crean anticuerpos que tienen regiones variables humanas
y regiones constantes parcialmente humanas, adecuadas, por ejemplo, para crear fragmentos de anticuerpo
completamente humanos, por ejemplo, Fab’ completamente humanos. En algunos aspectos, la secuencia de
nucleétidos de region variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada estd unida
operativamente a una secuencia génica de region constante de cadena pesada de rata. En algunos aspectos, la
secuencia génica de regién constante de cadena pesada de rata se selecciona de un Cy1, una bisagra, un Cy2, un
Cu3 y combinaciones de los mismos. En diversos aspectos, el locus de cadena pesada de inmunoglobulina
modificado genéticamente del ratén o de la rata comprende dos copias, tres copias, cuatro copias 0 mas de la
secuencia de nucleétidos de region variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada unida
operativamente a una secuencia génica de dominio constante de cadena pesada. En un aspecto particular, el locus
comprende una pluralidad de copias de la secuencia de nucleétidos de region variable de cadena pesada de
inmunoglobulina humana reordenada unida operativamente a una secuencia génica de dominio constante de
cadena pesada.

En diversos aspectos, la secuencia de nucleétidos de regién constante de cadena pesada comprende una
modificacién en un C42 0 en un Cy3, en el que la modificaciéon aumenta la afinidad de la secuencia de aminoacidos
de region constante de cadena pesada por FcRn en un entorno acido (por ejemplo, en un endosoma en donde el pH
varia de aproximadamente 5,5 a aproximadamente 6,0). En algunos aspectos, la secuencia de nucleétidos de region
constante de cadena pesada codifica una secuencia de aminoacidos de region constante de cadena pesada
humana que comprende una modificacion en la posiciéon 250 segin la numeracion EU (263 segun la numeracion
Kabat) (por ejemplo, E o Q); 250 segun la numeracién EU (263 segun la numeracion Kabat) y 428 segun la
numeracion EU (459 segun la numeracion Kabat) (por ejemplo, L o F); 252 segun la numeracion EU (265 segun la
numeracion Kabat) (por ejemplo, L/Y/F/W o T), 254 segln la numeracion EU (267 segun la numeracion Kabat) (por
ejemplo, S 0 T), y 256 segun la numeracion EU (269 segun la numeracion Kabat) (por ejemplo, S/R/Q/E/D o T); o
una modificacién en la posicion 428 segun la numeracion EU (459 segun la numeracion Kabat) y/o 433 segin la
numeracion EU (464 segin la numeracion Kabat) (por ejemplo, L/R/S/P/Q o K) y/o 434 segin la numeracion EU
(465 segun la numeracion Kabat) (por ejemplo, H/F o Y); o una modificacién en la posicion 250 segln la numeracion
EU (263 segun la numeracion Kabat) y/o 428 segun la numeracién EU (459 segin la numeracion Kabat); o una
modificacién en la posicion 307 segun la numeracion EU (326 segun la numeracion Kabat) o 308 segun la
numeracion EU (327 segln la numeracién Kabat) (por ejemplo, 308F, V308F) y 434 segun la numeracién EU (465
segun la numeracién Kabat). En un aspecto, la modificacibn comprende una modificacién 428L (por ejemplo,
M428L) y 434S (por ejemplo, N434S) segun la numeracién EU (una 459, por ejemplo, M459L y 465S (por ejemplo,
N465S) modificacion por numeracion Kabat); una modificacién 428L, 2591 (por ejemplo, V259I) y 308F (por ejemplo,
V308F) segun la numeraciéon EU (una 459L, 2721 (por ejemplo, V2721) y 327F (por ejemplo, V327F) modificacion
por numeraciéon Kabat; una modificacion 433K (por ejemplo, H433K) ) y 434 (por ejemplo, 434Y) segin la
numeracion EU (una modificacion 464K (por ejemplo, H464K) y una modificacién 465 (por ejemplo, 465Y) segun la
numeracion Kabat; una modificacién 252, 254 y 256 (por ejemplo, 252Y, 254T y 256E)) segun la numeracion EU
(una modificacion 265, 267, 269 (por ejemplo, 265Y, 267T y 269E) por numeracion Kabat; una modificacion 250Q y
428L (por ejemplo, T250Q y M428L) segun la numeracién EU (una modificacién 263Q y 459L, por ejemplo, T263Q y
M459L, segun la numeracién Kabat), y una modificacion 307 y/o 308 (por ejemplo, 307F o 308P) segun la
numeracion EU (modificacion 326 y/o 327, por ejemplo, 326F o 308P, segun la numeracion Kabat), en la que la
modificacién aumenta la afinidad de la secuencia de aminoacidos de regién constante de cadena pesada por FcRn
en un entorno acido (por ejemplo, en un endosoma en donde el pH varia de aproximadamente 5,5 a
aproximadamente 6,0). En algunos aspectos, la secuencia de nucledtidos de regidon constante de cadena pesada
codifica una secuencia de aminoacidos de Cy2 humana que comprende al menos una modificaciéon entre los restos
de aminoacido en las posiciones 252 y 257 segun la numeracién EU (es decir, al menos una modificacién entre las
posiciones de aminoacidos 265 y 270 segun la numeracion Kabat), en la que la modificacion aumenta la afinidad de
la secuencia de aminoéacidos de Cx2 humana por FCRn en un entorno acido (por ejemplo, en un endosoma donde el
pH varia de aproximadamente 5,5 a aproximadamente 6,0). En algunos aspectos, la secuencia de nucleétidos de
region constante de cadena pesada codifica una secuencia de aminoacidos de Cn2 humana que comprende al
menos una modificacién entre los restos de aminoacido en las posiciones 307 y 311 (es decir, al menos una
modificacién entre las posiciones de aminoacidos 326 y 330 segln la numeracion Kabat), en la que la modificacion
aumenta la afinidad de la secuencia de aminoacidos de Cn2 por FcRn en un entorno acido (por ejemplo, en un
endosoma en donde el pH varia de aproximadamente 5,5 a aproximadamente 6,0). En algunos aspectos, la
secuencia de nucleétidos de region constante de cadena pesada codifica una secuencia de aminoacidos de CH3
humana, en la que la secuencia de aminoacidos Cy3 comprende al menos una modificacion entre los restos de
aminoacido en las posiciones 433 y 436 segun la numeracion EU (es decir, al menos una modificacion entre los
restos de aminoacido en las posiciones 464 y 467 segln la numeracién Kabat), en la que la modificacién aumenta la
afinidad de la secuencia de aminoacidos de Cn3 por FcRn en un entorno acido (por ejemplo, en un endosoma
donde el pH varia de aproximadamente 5,5 a aproximadamente 6,0). En algunos aspectos, la secuencia de
nucleétidos de regién constante de cadena pesada codifica una secuencia de aminoacidos de regién constante de
cadena pesada humana que comprende una mutacion seleccionada del grupo que consiste en M428L segun la
numeracion EU (459 segln la numeracion Kabat), N434S segun la numeracion EU (465 segun la numeracién Kabat)
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y una combinacién de las mismas. En algunos aspectos, la secuencia de nucleétidos de regién constante de cadena
pesada codifica una secuencia de aminoacidos de regién constante de cadena pesada humana que comprende una
mutacion seleccionada del grupo que consiste en M428L seguin numeracién EU (M459L segin numeraciéon Kabat),
V2591 segln numeracion EU (V2721 segin numeracion Kabat), V308F segiun numeracion EU (V327 seguln
numeracion Kabat) y una combinacion de las mismas. En algunos aspectos, la secuencia de nucleétidos de region
constante de cadena pesada codifica una secuencia de aminoacidos de region constante de cadena pesada
humana que comprende una mutacion N434A segln numeracion EU (una mutacién N465A segln numeracion
Kabat). En algunos aspectos, la secuencia de nucleétidos de region constante de cadena pesada codifica una
secuencia de aminoacidos de regién constante de cadena pesada humana que comprende una mutacion
seleccionada del grupo que consiste en M252Y segun numeracién EU (M265Y segln numeracion Kabat), S254T
segun numeracion EU (S267T seguin numeracion Kabat), T256E seguin numeracién EU (T269E seg(in numeracion
Kabat) y una combinacion de las mismas. En algunos aspectos, la secuencia de nucleétidos de region constante de
cadena pesada codifica una secuencia de aminoacidos de region constante de cadena pesada humana que
comprende una mutacion seleccionada del grupo que consiste en T250Q segin numeracién EU (T263Q segun
numeracion Kabat), M428L segin numeracion EU (M459L segun numeracion Kabat), o ambas. En algunos
aspectos, la secuencia de nucle6tidos de regién constante de cadena pesada codifica una secuencia de
aminoacidos de regién constante de cadena pesada humana que comprende una mutacién seleccionada del grupo
que consiste en H433K segln numeracién EU (H464K segln numeracion Kabat), N434Y segin numeracion EU
(N465Y segun numeracion Kabat), o ambas.

En algunos aspectos, un locus de inmunoglobulina modificado genéticamente comprende: (1) un primer alelo, en el
gue la secuencia de nucledétidos de region variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada como
se describe en el presente documento esta unida operativamente a una primera secuencia de nucleétidos de regién
constante de cadena pesada que codifica una primera secuencia de aminoacidos de Cny3 de una IgG humana
seleccionada de IgG1, IgG2, IgG4 y una combinacién de las mismas; y (2) un segundo alelo, en el que la secuencia
de nucledtidos de region variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada como se describe en
el presente documento estd unida operativamente a una segunda secuencia de nucleétidos de region constante de
cadena pesada que codifica una segunda secuencia de aminoacidos Cnx3 de la IgG humana seleccionada de 1gG1,
1gG2, IgG4 y una combinacion de los mismos, y en la que la segunda secuencia de aminoacidos de Cy3 comprende
una maodificacion que reduce o elimina la unién de la segunda secuencia de aminoacidos de Cy3 con la Proteina A
(véase, por ejemplo, la Patente de Estados Unidos n.° 8.586.713). En algunos aspectos, la segunda secuencia de
aminoéacidos de Cx3 comprende una modificacion H95R (segin numeracién de exones de IMGT; H435R segun
numeracion EU). En un aspecto, la segunda secuencia de aminoacidos de Cy3 comprende adicionalmente una
modificacién Y96F (segun numeracién de exones IMGT, H436F segun numeracion EU). En otro aspecto, la segunda
secuencia de aminoacidos de Cy3 comprende tanto una modificacion H95R (segun numeracion de exones IMGT,
H435R segun numeracion EU) como una modificacion Y96F (segin numeracién de exones IMGT, H436F segun
EU). En algunos aspectos, la segunda secuencia de aminoacidos de Cn3 es de una IgG1l humana modificada y
comprende adicionalmente una mutacién seleccionada del grupo que consiste en D16E, L18M, N44S, K52N, V57M
y V82l (IMGT,; D356E, L38M, N384S, K392N, V397M y V422] segun EU). En algunos aspectos, la segunda
secuencia de aminoacidos de Cy3 es de una IgG2 humana modificada y comprende adicionalmente una mutaciéon
seleccionada del grupo que consiste en N44S, K52N y V82| (IMGT: N384S, K392N y V4221 por EU). En algunos
aspectos, la segunda secuencia de aminoacidos de Cux3 es de una IgG4 humana modificada y comprende
adicionalmente una mutacion seleccionada del grupo que consiste en Q15R, N44S, K52N, V57M, R69K, E79Q y
V82l (IMGT: Q355R, N384S, K392N, V397M, R409K, E419Q y V422l segin EU). En algunos aspectos, la secuencia
de aminoécidos de region constante de cadena pesada es una secuencia de aminoacidos de regiéon constante no
humana, y la secuencia de aminoacidos de region constante de cadena pesada comprende uno o mas de cualquiera
de los tipos de modificaciones descritas anteriormente.

En diversos aspectos, los dominios Fc se modifican para tener la unién al receptor Fc alterada, que a su vez afecta a
la funcién efectora. En algunos aspectos, una region constante de cadena pesada (Cy) modificada por ingenieria
genética, que incluye el dominio Fc, es quimérica. Como tal, una region Cy quimérica combina dominios Cy
procedentes de mas de un isotipo de inmunoglobulina. Por ejemplo, una regiéon Cy quimérica comprende parte o
todo de un dominio Cy2 procedente de una molécula de IgG1 humana, IgG2 humana o IgG4 humana, combinada
con parte o todo de un dominio Cx3 procedente de una molécula de IgG1 humana, IgG2 humana o IgG4 humana.
En algunos aspectos, una regiéon Cy quimérica contiene una region bisagra quimérica. Por ejemplo, una bisagra
qguimérica puede comprender una secuencia de aminoacidos de “bisagra superior” (restos de aminoacido de las
posiciones 216 a 227 segun la numeracién EU; los restos de aminoacidos de las posiciones 226 a 240 segun la
numeracion de Kabat) procedente de una region bisagra de una IgG1l humana, IgG2 humana o IgG4 humana,
combinada con una secuencia de “bisagra inferior” (restos de aminoacidos de las posiciones 228 a 236 segun la
numeracion EU; posiciones de aminoacidos de las posiciones 241 a 249 segun la numeracion Kabat) procedente de
una region bisagra de 1gG1l humana, IgG2 humana o IgG4 humana. En algunos aspectos, la regiéon bisagra
qguimérica comprende los restos de aminoacido procedentes de una bisagra superior de IgGl humana o IgG4
humana y restos de aminoacidos procedentes de una bisagra inferior de IgG2 humana.

En algunos aspectos, el dominio Fc puede modificarse por ingenieria genética para activar todas, algunas, o
ninguna, de las funciones efectoras normales del dominio Fc, sin afectar a las propiedades farmacocinéticas
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deseadas de la proteina (por ejemplo, anticuerpos) que contiene dicho dominio Fc. Para ejemplos de proteinas que
comprenden regiones Cy quiméricas y que tienen funciones efectoras alteradas, véase la Solicitud Provisional de
Estados Unidos n. ° 61/759.578, presentada el 1 de febrero de 2013.

El genoma de los ratones o ratas se modifica (i) para delecionar o hacer no funcional (por ejemplo, mediante la
insercién de una secuencia de nucleotidos (por ejemplo, una secuencia de nucleétidos exdgena)) en el locus de
inmunoglobulina 0 mediante una reordenacion no funcional o inversion de todos los segmentos Vu, D, Ju endégenos
de inmunoglobulina funcionales; y (ii) para que comprenda una secuencia de nucleétidos de regién variable de
cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada, en la que la secuencia de nucleétidos esta presente en un
locus enddgeno (es decir, en el que la secuencia de nucleétidos esta localizada en un ratén o una rata de tipo
silvestre). En algunos aspectos, la secuencia de nucleétidos de regién variable de cadena pesada de
inmunoglobulina humana reordenada esta en un locus ectopico en el genoma (por ejemplo, en un locus diferente del
locus de la cadena de inmunoglobulina endégena en su genoma, o dentro de su locus endégeno, por ejemplo,
dentro de un locus variable de inmunoglobulina, en el que el locus endégeno se coloca o se traslada a una
localizacién diferente en el genoma). En algunos aspectos, por ejemplo, aproximadamente el 80 % o mas,
aproximadamente el 85% o mas, aproximadamente el 90% o mas, aproximadamente el 95% o0 mas,
aproximadamente el 96 % o mas, aproximadamente el 97 % o mas, aproximadamente el 98% 0 mas o
aproximadamente el 99 % o mas de todos los segmentos génicos V, D o J de cadena pesada funcional endégena
estan delecionados o se han hecho no funcionales. En algunos aspectos, por ejemplo, al menos el 95 %, 96 %,
97 %, 98 % 0 99 % de los segmentos génicos V, D o J de cadena pesada funcional enddgena estan delecionados o
se han hecho no funcionales. La secuencia de nucleétidos de region variable de cadena pesada de inmunoglobulina
humana reordenada esta unida operativamente a una secuencia génica de regién constante de cadena pesada
enddgena.

En algunos aspectos, el ratén o la rata modificado genéticamente comprende una modificacién que deleciona o hace
no funcionales a los segmentos génicos variables de cadena pesada Vy, D y Ju funcionales endégenos y a los
segmentos génicos V. y J. variables de cadena ligera funcionales endégenos; y comprende (i) una secuencia de
nucleétidos de region variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada y (ii) una secuencia de
nucleétidos que codifica segmentos génicos V de cadena ligera (V) de inmunoglobulina humana no reordenada y
segmentos génicos J de cadena ligera (J.) de inmunoglobulina humana no reordenada (es decir, en la que la
secuencia de nucledtidos se localiza en un animal no humano de tipo silvestre) o dentro de su locus endégeno, por
ejemplo, dentro de un locus de region variable de inmunoglobulina, en el que el locus endégeno se coloca o se
traslada a una localizaciéon diferente en el genoma). En algunos aspectos, el ratén o la rata modificado
genéticamente comprende una modificacion que deleciona o hace no funcionales a segmentos génicos variables de
cadena pesada Vy, D y Ju funcionales enddgenos y a segmentos génicos V. y J. variables de cadena ligera
funcionales; y comprende (i) una secuencia de nucleétidos de region variable de cadena pesada de inmunoglobulina
humana reordenada y (ii) uno o mas segmentos génicos de regién variable de cadena ligera de inmunoglobulina
humana, pero menos que el nimero de segmentos de tipo silvestre (V. y Ji) en una localizacién endégena (es decir
en la que la secuencia de nuclettidos se localiza en un ratéon o una rata de tipo silvestre) o dentro de su locus
endogeno, por ejemplo, dentro de un locus de region variable de inmunoglobulina, en el que el locus enddgeno se
coloca o se traslada a una localizacion diferente en el genoma). La secuencia de nuclettidos de regién variable de
cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada estd unida operativamente a una secuencia génica de
regién constante de cadena pesada endégena. En algunos aspectos, la secuencia de nucleétidos de regién variable
de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada esta unida operativamente a una secuencia génica de
region constante de cadena ligera humana o no humana, bien kappa o lambda.

Diversos aspectos incluyen dominios variables de cadena ligera. Las secuencias de acido nucleico que codifican
dominios variables de cadena ligera pueden utilizarse en la creacion de los ratones y ratas modificados
genéticamente descritos en el presente documento, pueden expresarse por dichos animales y/o pueden codificar
aminoacidos presentes en los anticuerpos representados producidos por, (0 procedentes de secuencias
diversificadas por) dichos animales. En algunos aspectos, el dominio variable de cadena ligera es un dominio
variable de cadena ligera k humana. En algunos aspectos, el dominio variable de cadena ligera es un dominio
variable de cadena ligera k de ratén. En algunos aspectos, el dominio variable de cadena ligera es un dominio
variable de cadena ligera k de rata. En algunos aspectos, el dominio variable de cadena ligera es un dominio
variable de cadena ligera A humana. En algunos aspectos, el dominio variable de cadena ligera es un dominio
variable de cadena ligera A de ratén. En algunos aspectos, el dominio variable de cadena ligera es un dominio
variable de cadena ligera A de rata.

En diversos aspectos, los dominios variables de cadena ligera producidos por los ratones y ratas modificados
genéticamente descritos en el presente documento, estan codificados por uno 0 mas segmentos génicos variables
de cadena ligera k de inmunoglobulina humana o de ratén. En algunos aspectos, el uno o mas segmentos génicos
variables de cadena ligera k de inmunoglobulina de ratdbn comprenden aproximadamente tres megabases del locus
de cadena ligera k de inmunoglobulina de ratén. En algunos aspectos, el uno o mas segmentos génicos variables de
cadena ligera k de inmunoglobulina de ratén comprende al menos 137 segmentos génicos VK, al menos cinco
segmentos génicos Jk 0 una combinacién de los mismos del locus de cadena ligera k de inmunoglobulina de ratén.
En algunos aspectos, el uno 0 mas segmentos génicos variables de cadena ligera k de inmunoglobulina humana
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comprende aproximadamente una mitad de megabases de un locus de cadena ligera k de inmunoglobulina humana.
En aspectos especificos, el uno 0 mas segmentos génicos variables de cadena ligera k de inmunoglobulina humana
comprenden la repeticion proximal (con respecto a la regién constante k de inmunoglobulina) de un locus de cadena
ligera k de inmunoglobulina humana. En algunos aspectos, el uno o mas segmentos génicos variables de cadena
ligera k de inmunoglobulina humana comprenden al menos 40 segmentos génicos VK, al menos cinco segmentos
génicos Jk 0 una combinacion de los mismos de un locus de cadena ligera k de inmunoglobulina humana.

En aspectos particulares, el ratén o la rata modificados genéticamente comprende adicionalmente una secuencia de
nucleétidos que codifica un segmento génico de cadena ligera (V) de inmunoglobulina humana no reordenada y un
segmento génico de cadena ligera (J.) de inmunoglobulina humana no reordenada. En algunos aspectos, la
secuencia de nucleodtidos codifica el segmento génico V de cadena ligera no reordenada y el segmento génico J de
cadena ligera no ordenada esta unido operativamente a una secuencia génica de regiéon constante de cadena ligera
de inmunoglobulina. En otros aspectos, la secuencia de nucleoétidos codifica el segmento génico V de cadena ligera
no reordenada y el segmento génico J de cadena ligera no reordenada esta unido operativamente a una secuencia
génica de region constante de cadena pesada de inmunoglobulina. En algunos aspectos, el segmento génico V de
cadena ligera (V.) de inmunoglobulina humana no reordenada y el segmento génico J (J.) de inmunoglobulina
humana no reordenada estan unidos operativamente, en un locus endégeno de rata o de ratén, con un gen de
regién constante de cadena ligera de inmunoglobulina de rata o de raton; por ejemplo, un gen de regién constante
de cadena ligerak o A.

En diversos aspectos, los segmentos génicos de region variable humana no reordenados (por ejemplo, segmentos
génicos Vk humanos) pueden reordenarse y codificar dominios variables humanos de un anticuerpo. En algunos
aspectos, el ratén o la rata no comprende un segmento génico V. endégeno. En algunos aspectos, los segmentos
génicos Vk humanos expresados por los ratones y las ratas se seleccionan del grupo que consiste en Vk1-5, Vk1-6,
Vk1-8, Vk1-9, Vk1-12, Vk1-13, Vk1-16, Vk1-17, Vk1-22, Vk1-27, Vk1-32, Vk1-33, Vk1-35, Vk1-37, Vk1-39, Vk1D-8,
Vk1D-12, Vk1D-13, Vk1D-16, Vk1D-17, Vk1D-22, Vk1D-27, Vk1D-32, Vk1D-33, Vk1D-35, Vk1D-37, Vk1D-39, Vk1D-
42, Vk1D-43, VK1-NL1, Vk2-4, Vk2-10, Vk2-14, Vk2-18, Vk2-19, VK2-23, Vk2-24, Vk2-26, Vk2-28, Vk2-29, Vk2-30,
Vk2-36, Vk2-38, Vk2-40, Vk2D-10, Vk2D-14, Vk2D-18, Vk2D-19, Vk2D-23, Vk2D-24, Vk2D-26, Vk2D-28, Vk2D-29,
Vk2D-30, Vk2D-36, Vk2D-38, Vk2D-40, Vk3-7, Vk3-11, Vk3-15, Vk3-20, Vk3-25, Vk3-31, Vk3-34, Vk3D-7, Vk3D-7,
Vk3D-11, Vk3D-15, Vk3D-15, Vk3D-20, Vk3D-25, Vk3D-31, Vk3D-34, Vk3-NL1, Vk3-NL2, Vk3-NL3, Vk3-NL4, Vk3-
NL5, Vk4-1, Vk5-2, Vk6-21, Vk6D-21, Vk6D-41 y VK7-3. En algunos aspectos, los ratones o las ratas modificados
genéticamente descritos en el presente documento, expresan todos los genes Vk humanos funcionales. En algunos
aspectos, los segmentos génicos Vk humanos comprenden Vk4-1, Vk5-2, Vk7-3, Vk2-4, Vk1-5 y Vk1-6. En un
aspecto, los segmentos génicos Vk comprenden Vk3-7, Vk1-8, Vk1-9, Vk2-10, Vk3-11, Vk1-12, Vk1-13, Vk2-14, VK3-
15 y Vk1-16. En algunos aspectos, los segmentos génicos Vk humanos comprenden Vk1-17, Vk2-18, Vk2-19, Vk3-
20, Vk6-21, Vk1-22, Vk1-23, Vk2-24, Vk3-25, Vk2-26, Vk1-27, Vk2-28, Vk2-29, y Vk2-30. En algunos aspectos, los
segmentos génicos Vk humanos comprenden Vk3-31, Vk-32, Vk1-33, Vk3-34, Vk1-35, Vk2-36, Vk1-37, Vk2-38, Vk1-
39 y Vk2-40. En diversos aspectos, el animal no humano comprende cinco segmentos génicos Jk humanos, por
ejemplo, los segmentos génicos Jk1, Jk2, Jk3, Jk4, y Jk5. En aspectos especificos, los segmentos génicos Vk
comprenden segmentos génicos k de inmunoglobulina humana contiguos que abarcan el locus de cadena ligera k
de inmunoglobulina humana desde Vk4-1 a Vk2-40, y los segmentos génicos Jk comprenden segmentos génicos
contiguos que abarcan el locus de cadena ligera k de inmunoglobulina humana de Jk1 a Jk5. En algunos aspectos,
el locus de cadena ligera de inmunoglobulina comprende dos segmentos génicos V. humanos, Vk1-39 y Vk3-20. En
algunos aspectos, uno o mas (por ejemplo, 2, 3, 4 0o 5) segmentos génicos V. humanos y dos o mas segmentos
génicos J. humanos, estan presentes en un locus de cadena ligera enddgena, por ejemplo, en un locus de cadena
ligera kappa endoégena. En algunos aspectos, el ratdn o la rata modificado genéticamente, es un ratén que
comprende un locus de cadena ligera A funcional. En otros aspectos, el raton comprende un locus de cadena ligera A
no funcional. En algunos aspectos, el uno o mas segmentos génicos Vu, Dy y Vu humanos, estan unidos
operativamente a una secuencia de regidn constante de cadena pesada de ratdon o rata (es decir, el uno o mas
segmentos génicos V. humanos y dos o mas segmentos génicos J. humanos, estan presentes en un locus de
cadena pesada enddgena).

En algunos aspectos, un ratén o una rata modificado genéticamente como se describe en el presente documento
expresa una secuencia de nuclettidos de region variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana
reordenada (es decir, produce una proteina de union a antigeno que comprende un dominio variable de cadena
pesada reordenada) y uno o mas, dos 0 mas, tres 0 mas, cuatro o mas, cinco o mas etc. dominios variables de
cadena ligera codificados por genes Vk seleccionados del grupo que consiste en Vk1-5, Vk1-6, Vk1-8, Vk1-9, Vk1-12,
Vk1-13, Vk1-16, Vk1-17, Vk1-22, Vk1-27, Vk1-32, Vk1-33, Vk1-35, Vk1-37, Vk1-39, Vk1D-8, Vk1D-12, Vk1D-13,
Vk1D-16, Vk1D-17, VK1D-22, Vk1D-27, Vk1D-32, Vk1D-33, Vk1D-35, Vk1D-37, Vk1D-39, Vk1D-42, VK1D-43, Vk1-
NL1, Vk2-4, Vk2-10, Vk2-14, VK2-18, Vk2-19, Vk2-23, VK2-24, VK2-26, VK2-28, Vk2-29, VKk2-30, VK2-36, VK2-38, VK2-
40, Vk2D-10, Vk2D-14, Vk2D-18, Vk2D-19, Vk2D-23, Vk2D-24, Vk2D-26, Vk2D-28, Vk2D-29, Vk2D-30, Vk2D-36,
Vk2D-38, Vk2D-40, Vk3-7, Vk3-11, Vk3-15, Vk3-20, Vk3-25, Vk3-31, Vk3-34, Vk3D-7, Vk3D-7, Vk3D-11, Vk3D-15,
Vk3D-15, Vk3D-20, Vk3D-25, Vk3D-31, Vk3D-34, Vk3-NL1, Vk3-NL2, Vk3-NL3, Vk3-NL4, Vk3-NL5, Vk4-1, VK5-2,
Vk6-21, Vk6D-21, Vk6D-41y VK7-3.
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En diversos aspectos, al menos uno de los segmentos génicos de region variable de cadena ligera (por ejemplo,
segmentos génicos de region variable de cadena ligera humana) codifica uno o mas codones de histidina que no
estan codificados por un segmento génico variable de cadena ligera de la linea germinal humana correspondiente.
En algunos aspectos, el dominio variable de cadena ligera como se describe en el presente documento, exhibe una
disminucion en la semivida (ti2) disociadora a un pH &acido, en comparacion con un pH neutro, de al menos
aproximadamente 2 veces, de al menos aproximadamente 3 veces, de al menos aproximadamente 4 veces, de al
menos aproximadamente 5 veces, de al menos aproximadamente 10 veces, de al menos aproximadamente 15
veces, de al menos aproximadamente 20 veces, de al menos aproximadamente 25 veces o de al menos
aproximadamente 30 veces. En algunos aspectos, la disminucién en la ti» a un pH acido, en comparacién con un
pH neutro, es de aproximadamente 30 veces o0 mayor. En algunos aspectos, al menos uno de los segmentos
génicos V. comprende una sustitucion de al menos un codon no de histidina, codificado por la secuencia del
segmento V. de la linea germinal humana correspondiente, con un codén de histidina. En algunos aspectos, la
sustitucion es de uno, dos, tres o cuatro codones (por ejemplo tres o cuatro codones). En algunos aspectos, la
sustitucion es en el codon o codones de la CDR3. En algunos aspectos, los segmentos génicos V. humanos son
segmentos génicos Vk1-39 y Vk3-20 humanos, y cada uno de los segmentos génicos Vk1-39 y Vk3-20 humanos
comprende una sustitucion de al menos un coddn no de histidina, codificado por un segmento génico V. de la linea
germinal humana correspondiente, con el codén de histidina. En algunos aspectos, cada uno de los segmentos
génicos Vk1-39 y Vk3-20 humanos comprende una sustitucién de tres o cuatro codones de histidina. En algunos
aspectos, las tres o cuatro sustituciones estan en la region CDR3. En algunos aspectos, la sustitucion es de tres
codones no de histidina del segmento génico Vk1-39 humano, en el que la sustitucion se disefia para expresar
histidinas en las posiciones 106, 108 y 111. En algunos aspectos, la sustitucion es de cuatro codones no de histidina
del segmento génico Vk1-39 humano y la sustitucion se disefia para expresar histidinas en las posiciones 105, 106,
108 y 111 (véanse, por ejemplo, los documentos US 2013/0247234A1 y WO 2013/138680). En algunos aspectos, la
sustitucion es de tres codones no de histidina del segmento génico Vk3-20 humano, y la sustitucién se disefia para
expresar histidinas en las posiciones 105, 106 y 109. En otros aspectos adicionales, la sustitucion es de cuatro
codones no de histidina del segmento génico Vk3-20 humano y la sustitucion se disefia para expresar histidinas en
las posiciones 105, 106, 107 y 109. En algunos aspectos, el locus de cadena ligera de inmunoglobulina comprende
uno 0 mas segmentos génicos V. humanos, pero menos que el nimero de segmentos de tipo silvestre, y uno o
mas, por ejemplo, dos 0 mas, segmentos génicos J. humanos, en el que cada uno de los segmentos génicos V
humanos comprende al menos un codén de histidina que no esta codificado por el segmento génico V. de la linea
germinal humana correspondiente. En diversos aspectos, el ratén o la rata que comprende los locus de
inmunoglobulina modificados genéticamente como se describe en el presente documento, después de la
estimulacion con un antigeno de interés, expresan una proteina de unién a antigeno que comprende una secuencia
de aminoacidos procedente de los segmentos génicos V. humanos, en el que la proteina de unién a antigeno
conserva al menos un resto de histidina en una posicién de aminoéacido codificada por al menos un codén de
histidina introducido en el segmento génico V. humano. En algunos aspectos, el ratén o la rata expresa una
poblacién de proteinas de unién a antigeno en respuesta a un antigeno, en el que todas las proteinas de union a
antigeno en la poblacién comprenden (a) dominios variables de cadena ligera de inmunoglobulina procedentes de
una reordenacion de los segmentos génicos V. humanos y los segmentos génicos Ji, en el que al menos uno de los
segmentos génicos V. humanos codifica uno o mas codones de histidina que no estan codificados por el segmento
génico V. de la linea germinal humana correspondiente, y (b) cadenas pesadas de inmunoglobulina que
comprenden dominios variables de cadena pesada humana codificados por la secuencia de nucleétidos de region
variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada.

Diversos aspectos abarcan secuencias de region constante de cadena ligera. En algunos aspectos, por ejemplo, una
primera secuencia de nucleétidos que codifica el dominio variable de cadena pesada reordenada (es decir, en el que
la primera secuencia de nuclettidos es una secuencia de nucleétidos de regién variable de cadena pesada de
inmunoglobulina humana reordenada) estd unida operativamente a una secuencia génica de region constante de
cadena pesada y una segunda secuencia de nucleétidos que codifica el dominio variable de cadena ligera humana
(es decir, en el que la segunda secuencia de nucleétidos es una secuencia de nucle6tidos variable de cadena ligera
de inmunoglobulina humana no reordenada) esta unida operativamente a una secuencia génica de regiéon constante
de cadena ligera. En algunos aspectos, una primera secuencia de nucledtidos que codifica el dominio variable de
cadena pesada reordenada (es decir, en el que la primera secuencia de nucleétidos es una secuencia de
nucleétidos de region variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada) estd unida
operativamente a una secuencia génica de region constante de cadena ligera, y a una segunda secuencia de
nucleétidos que codifica el dominio variable de cadena ligera humana (es decir, en el que la segunda secuencia de
nucleétidos es una secuencia de nucleétidos variable de cadena ligera de inmunoglobulina humana no reordenada)
esta unida operativamente a una secuencia génica de region constante de cadena pesada. En diversos aspectos, la
secuencia de region constante de cadena ligera unida operativamente a la secuencia de nucledtidos de region
variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada es una secuencia de regidn constante de
cadena ligera k humana. En algunos aspectos, la secuencia de region constante de cadena ligera unida
operativamente al dominio variable de cadena pesada reordenada es una secuencia de region constante de cadena
ligera k de raton. En algunos aspectos, la secuencia de regién constante de cadena ligera unida operativamente al
dominio variable de cadena pesada reordenada es una secuencia de region constante de cadena ligera k de rata. En
algunos aspectos, la secuencia de regién constante de cadena ligera unida operativamente al dominio variable de
cadena pesada reordenada es una secuencia de regién constante de cadena ligera A humana. En algunos aspectos,
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la secuencia de region constante de cadena ligera unida operativamente al dominio variable de cadena pesada
reordenada es una secuencia de regidn constante de cadena ligera A de ratén. En algunos aspectos, la secuencia
de region constante de cadena ligera unida operativamente al dominio variable de cadena pesada reordenada es
una secuencia de region constante de cadena ligera A de rata.

En diversos aspectos, se describen ratones y ratas que comprenden un locus de inmunoglobulina modificado
genéticamente que codifica un dominio variable de cadena pesada reordenada (es decir, en la que un locus de
inmunoglobulina comprende una secuencia de nucleétidos de region variable de cadena pesada de inmunoglobulina
humana reordenada), en el que el dominio variable de cadena pesada reordenada comprende una secuencia
variable de cadena pesada (Vi) que estd unida operativamente, mediante un espaciador, a una secuencia de
segmento J de cadena pesada (Ju), en la que el espaciador comprende al menos un resto de aminoacido. En
algunos aspectos, la secuencia de nucledtidos de region variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana
reordenada esta unida operativamente a una secuencia génica de region constante de cadena pesada no humana.
En algunos aspectos, la secuencia génica de region constante de cadena pesada no humana es una secuencia
génica de regién constante de ratén o de rata. En algunos aspectos, la secuencia de nucleétidos de region variable
de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada esta unida operativamente a una secuencia génica de
regién constante de cadena pesada humana. En algunos aspectos, la regién constante de cadena pesada
comprende una secuencia seleccionada de un Cy1, una bisagra, un Cy2, un Cx3 y una combinacién de los mismos.
En algunos aspectos, la secuencia de nucleétidos de region variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana
reordenada esta unida operativamente a una secuencia génica de region constante de cadena ligera no humana. En
algunos aspectos, la secuencia génica de regién constante de cadena ligera no humana es una secuencia génica de
region constante de ratdn o de rata. En algunos aspectos, la secuencia de nucleétidos de region variable de cadena
pesada de inmunoglobulina humana reordenada esta unida operativamente a una secuencia génica de region
constante de cadena ligera humana. En algunos aspectos, el espaciador tiene un solo resto de aminoacido. En
algunos aspectos, el espaciador tiene dos restos de aminoéacido. En algunos aspectos, el espaciador tiene tres
restos de aminoéacido. En algunos aspectos, el espaciador tiene cuatro restos de aminoacido. En algunos aspectos,
el espaciador tiene cinco restos de aminoacido. En algunos aspectos, el espaciador tiene seis restos de aminoécido.

En otro aspecto, se proporcionan ratones y ratas modificados genéticamente y métodos para crear dichos animales,
en los que los ratones y las ratas comprenden un locus de inmunoglobulina de cadena ligera universal (“ULC”, del
inglés universal light chain) funcional. En algunos aspectos, dichos ratones y ratas comprenden adicionalmente un
locus de dominio variable de cadena pesada reordenada (es decir, un locus de inmunoglobulina de dominio variable
de cadena pesada que comprende una secuencia de nucleétidos de regidn variable de cadena pesada de
inmunoglobulina humana reordenada). Una ULC es una cadena ligera comin que puede utilizarse en un formato
biespecifico que contiene una funcion, por ejemplo, una modificacién que influye en la unién al FcRn para mejorar
una semivida, por ejemplo, un formato biespecifico que comprende una cadena pesada gue se une a un antigeno y
una cadena ligera que se une al FcRn. Por ejemplo, los ratones modificados genéticamente, como se describe en el
presente documento, estan inmunizado con FCRN, para obtener anticuerpos que se unen al FcRN exclusivamente a
través de las cadenas ligeras. Estas cadenas ligeras producidas por el ratén o la rata modificados genéticamente, se
usan como ULC que ayudan al anticuerpo biespecifico a asociarse con un FcRn, ayudando de este modo a
aumentar la semivida. El resto del anticuerpo (por ejemplo, o una segunda cadena ligera diferente, 0 una cadena
pesada que se una a un antigeno diferente de FcRn) se selecciona para realizar una segunda funcion. Una CLU
como se usa en los aspectos descritos en el presente documento, también puede utilizarse para generar secuencias
de cadena variable de anticuerpo cuya diversidad da como resultado principalmente los procesos de mutacién
somatica (por ejemplo, hipermutacioén), elucidando de este modo secuencias de cadena variable de anticuerpo cuya
capacidad de unién a antigeno se beneficie de acontecimientos posgenémicos.

Diversos aspectos incluyen ratones y ratas modificados genéticamente que en sus genomas comprenden una
secuencia de acido nucleico de region variable de cadena pesada humana reordenada, y adicionalmente en sus
genomas comprenden un acido nucleico que codifica un dominio variable de cadena ligera como se describe en el
presente documento, clonado sobre una secuencia de acido nucleico de region constante seleccionada de una
regién constante kappa, una regidn constante lambda, una regién constante de cadena pesada (por ejemplo,
seleccionada del grupo que consiste en un Cy1, una bisagra, un Cx2, un Cy3 y una combinacién de los mismos).
En algunos aspectos, la secuencia de acido nucleico de regién variable de cadena ligera esta clonada sobre una
primera secuencia de acido nucleico de regién constante de cadena pesada humana, y un segundo dominio variable
de cadena ligera esta clonado sobre una segunda secuencia de acido nucleico de region constante de cadena
pesada humana; en la que la primera y la segunda secuencia de acido nucleico de region constante de cadena
pesada humana son iguales, uniéndose el primer dominio variable de cadena ligera especificamente a un primer
antigeno y uniéndose el segundo dominio variable de cadena ligera a un segundo antigeno. En estos aspectos, se
forma un dimero de dos polipéptidos, en el que cada uno de los dominios variables de cadena ligera, fusionados con
la region constante de cadena pesada, muestra distinta especificidad de unién con el antigeno.

En otro aspecto, se describe un ratén o una rata modificado genéticamente (por ejemplo, un ratén) que es capaz de
producir una cadena ligera que se una a un receptor, o a otra fracciéon, que atraviese la barrera hematoencefdlica,
por ejemplo, al receptor de transferrina. Estudios previos han demostrado que los anticuerpos de baja afinidad
dirigidos contra el receptor de transferrina, atravesaran la barrera hematoencefalica y se liberaran debido a la baja
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afinidad. Por tanto, en algunos aspectos, los ratones o las ratas modificados genéticamente (por ejemplo, ratones)
descritos en el presente documento, se utilizan para crear un anticuerpo de baja afinidad dirigido contra una fraccién
gue sea capaz de atravesar la hematoencefalica (por ejemplo, un receptor de transferrina), en el que el anticuerpo
de baja afinidad es biespecifico y comprende una segunda especificidad de unién contra una diana deseada (es
decir, el anticuerpo se une a la fraccion que atraviesa, y también se une a una diana diferente de la fraccién que
atraviesa).

En el presente documento se describen métodos para crear y utilizar ratones y ratas modificados genéticamente. Se
describen métodos para colocar una secuencia de acido nucleico de region variable de cadena pesada humana
reordenada, en unién operativa con una secuencia de acido nucleico de regidén constante de cadena ligera o cadena
pesada de inmunoglobulina, en el genoma de un ratén o una rata. En diversos aspectos, la secuencia de acido
nucleico de region constante es humana o no humana. En diversos aspectos, los métodos comprenden la creacion
de un ratén o una rata que adicionalmente comprende un locus de cadena ligera de inmunoglobulina que comprende
uno o mas segmentos génicos de region variable de cadena ligera humana, pero menos que el ndmero de
segmentos de tipo silvestre, por ejemplo, dos segmentos génicos Vk humanos y uno o mas segmentos génicos Jk
humanos, unidos operativamente a una secuencia de acido nucleico de region constante de cadena ligera humana o
no humana. En diversos aspectos, los métodos comprenden colocar las secuencias mencionadas anteriormente, en
la linea germinal de un ratén o una rata, empleando, por ejemplo, tecnologia transgénica, incluyendo, por ejemplo,
células donantes pluripotentes o totipotentes modificadas (por ejemplo, células ES o células iPS) con embriones
hospedadores, células germinativas (por ejemplo ovocitos), etc. Por tanto, los aspectos incluyen un locus de cadena
pesada de inmunoglobulina no humana en un genoma de una célula germinativa no humana que comprende una
secuencia de nucledtidos de region variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada, unida
operativamente a una secuencia génica de region constante de cadena pesada, en la que la secuencia génica de
regién constante comprende una secuencia no humana, una secuencia humana, o una combinacién de las mismas.
En algunos aspectos, la secuencia de nucleétidos de region variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana
reordenada, esta unida operativamente a una secuencia génica de regién constante de inmunoglobulina no humana
endogena. En algunos aspectos, la secuencia génica de region constante de inmunoglobulina no humana enddgena,
es una secuencia génica de region constante de cadena pesada de rata o de raton.

En diversos aspectos, se describe un método para crear un ratébn o una rata que comprende un locus de
inmunoglobulina modificado genéticamente, en el que el método comprende: (a) modificar un genoma de una rata o
un raton para delecionar y hacer no funcionales, segmentos génicos V, D y J de cadena pesada de inmunoglobulina
funcional enddgena; y (b) colocar en el genoma, una secuencia de nucleétidos de regién variable de cadena pesada
de inmunoglobulina humana reordenada. En un aspecto de este tipo, se describe un método para crear un ratén o
una rata que exprese una sola cadena pesada de inmunoglobulina de una secuencia génica de cadena pesada
reordenada en la linea germinal del raton o rata, comprendiendo el método una etapa de modificar genéticamente un
raton o una rata de tal manera que toda la poblacién de linfocitos B maduros, que expresa el anticuerpo, exprese
una cadena pesada procedente de (i) un solo segmento génico Vy; (ii) un espaciador de aminoacidos de uno, dos,
tres, cuatro, cinco o seis aminoacidos y (iii) un solo segmento génico Jy. En algunos aspectos, el método comprende
inactivar o reemplazar un locus variable de inmunoglobulina de cadena pesada enddgena con un solo gen de
cadena pesada reordenada como se describe en el presente documento.

En otros aspectos, se describen métodos para crear un ratén o una rata que comprenda un locus de cadena pesada
de inmunoglobulina genéticamente modificada, comprendiendo dichos métodos: (a) modificar un genoma de un
ratbn o una rata para delecionar o hacer no funcionales, segmentos génicos V, D y J de cadena pesada de
inmunoglobulina funcional endégena y (b) colocar en el genoma, una secuencia de nucleétidos de region variable de
cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada. Todos los segmentos génicos Vu, D y Ju funcionales
enddgenos se delecionan del locus de cadena pesada de inmunoglobulina del ratén o de la rata o se vuelven no
funcionales (por ejemplo, mediante la inserciéon de una secuencia de nucleétidos (por ejemplo, una secuencia de
nucleétidos exégena en el locus de inmunoglobulina 0 mediante una reordenacién no funcional, o una inversion, de
segmentos Vy, D, Jy enddgenos). En algunos aspectos, el método comprende la insercidon de una secuencia de
nucleétidos de region variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada (es decir, una secuencia
de nucledtidos que codifica el dominio variable de cadena pesada reordenada) en una localizacién enddgena (es
decir dirigida a donde se localiza la secuencia de nucleétidos en un animal no humano de tipo silvestre). En algunos
aspectos, por ejemplo, aproximadamente el 80 % o mas, aproximadamente el 85 % o mas, aproximadamente el
90 % o mas, aproximadamente el 95 % o mas, aproximadamente el 96 % o mas, aproximadamente el 97 % o mas,
aproximadamente el 98 % o mas o aproximadamente el 99 % o mas de todos los segmentos génicos V, D o J
funcionales enddgenos estan delecionados o se han hecho no funcionales. En algunos aspectos, por ejemplo, al
menos el 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o0 99 % de los segmentos génicos V, D o J de cadena pesada funcional endégena
estan delecionados o se han hecho no funcionales.

En otro aspecto, se describen métodos para crear un ratén o una rata que comprenda un locus de inmunoglobulina
modificado genéticamente, que comprenden: (a) modificar un genoma de un ratdon o una rata para delecionar o
hacer no funcionales, segmentos génicos V y J de cadena ligera de inmunoglobulina funcional endégena y (b)
colocar en un locus de cadena ligera de inmunoglobulina endégena, una secuencia de nucleotidos de region variable
de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada (es decir, una secuencia de nucleétidos que codifica un
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dominio variable de cadena pesada reordenada), en la que la secuencia de nucleétidos esta unida operativamente a
una secuencia génica de region constante de cadena ligera. En algunos aspectos, el locus de inmunoglobulina
modificado genéticamente esta presente en el genoma de la linea germinal del ratéon o de la rata. En algunos
aspectos, la secuencia de nucleétidos de region variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada
esta unida operativamente a una secuencia génica de region constante de cadena ligera k. En algunos aspectos, la
secuencia de nucle6tidos de region variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada esta unida
operativamente a una secuencia génica de region constante de cadena ligera k de ratdbn o rata. En algunos
aspectos, la secuencia de nucledtidos de regidn variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada
esta unida operativamente a una secuencia génica de region constante de cadena ligera kK humana. En algunos
aspectos, la secuencia de nucledtidos de regidn variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada
esta unida operativamente a una secuencia génica de region constante de cadena ligera A. En algunos aspectos, la
secuencia de nucle6tidos de region variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada esta unida
operativamente a una secuencia génica de region constante de cadena ligera A de raton o rata. En algunos
aspectos, la secuencia de nucleétidos de region variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada
esta unida operativamente a una secuencia génica de region constante de cadena ligera A humana.

En otro aspecto, se describen métodos para crear un ratén o una rata que comprende un locus de inmunoglobulina
modificado genéticamente, que comprenden: (a) modificar un genoma de un ratén o una rata para delecionar o
hacer no funcionales: (i) segmentos génicos V, D y J de cadena pesada de inmunoglobulina funcional endégena y
(ii) segmentos génicos V y J de cadena ligera de inmunoglobulina funcional endégena y (b) colocar en el genoma: (i)
una primera secuencia de nucleétidos que codifica un dominio variable de cadena pesada reordenada (es decir, en
el que la primera secuencia de nucledtidos es una secuencia de nucleotidos de regién variable de cadena pesada de
inmunoglobulina humana reordenada), en la que la primera secuencia de nucleétidos esta unida operativamente a
una secuencia génica de region constante de cadena ligera y (ii) una segunda secuencia de nucleétidos que codifica
un dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina humana (es decir, en el que la segunda secuencia de
nucleétidos es una secuencia de nucledtidos de regién variable de cadena ligera de inmunoglobulina humana no
reordenada), en la que la segunda secuencia de nucleétidos esta unida operativamente a una secuencia génica de
region constante de cadena pesada. En algunos aspectos, el locus de inmunoglobulina modificado genéticamente
esta presente en el genoma de la linea germinal del ratén o de la rata. En algunos aspectos, la primera secuencia de
nucleétidos que codifica el dominio variable de cadena pesada reordenada esta unida operativamente a una
secuencia génica de region constante de cadena ligera k. En algunos aspectos, la primera secuencia de nucleétidos
que codifica el dominio variable de cadena pesada reordenada esta unida operativamente a una secuencia génica
de regién constante de cadena ligera k de ratén o de rata. En algunos aspectos, la primera secuencia de nucleétidos
que codifica el dominio variable de cadena pesada reordenada esta unida operativamente a una secuencia génica
de region constante de cadena ligera kK humana. En algunos aspectos, la primera secuencia de nucleétidos que
codifica el dominio variable de cadena pesada reordenada esta unida operativamente a una secuencia génica de
region constante de cadena ligera A. En algunos aspectos, la primera secuencia de nucleétidos que codifica el
dominio variable de cadena pesada reordenada esta unida operativamente a una secuencia génica de region
constante de cadena ligera A de ratdn o de rata. En algunos aspectos, la primera secuencia de nucleétidos que
codifica el dominio variable de cadena pesada reordenada estd unida operativamente a una secuencia génica de
regién constante de cadena ligera A humana. En algunos aspectos, el dominio variable de cadena ligera de
inmunoglobulina humana es un dominio variable de cadena ligera k. Por tanto, en algunos aspectos, la segunda
secuencia de nucledtidos es una secuencia de nucle6tidos de region variable de cadena ligera kappa humana. En
algunos aspectos, el dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina humana es un dominio variable de
cadena ligera A. Por tanto, en algunos aspectos, la segunda secuencia de nucleétidos es una secuencia de
nucleétidos de region variable de cadena ligera lambda humana. En algunos aspectos, la secuencia génica de
region constante de cadena pesada es una secuencia génica de region constante de cadena pesada de
inmunoglobulina no humana. En algunos aspectos, la secuencia génica de regién constante de cadena pesada de
inmunoglobulina no humana es una secuencia génica de regién constante de cadena pesada de ratén o de rata.

En otro aspecto, se describen métodos para crear un ratén o una rata que comprende un locus de inmunoglobulina
modificado genéticamente, que comprenden: (a) modificar un genoma de un ratén o una rata para delecionar o
hacer no funcionales: (i) segmentos génicos V, D y J de cadena pesada de inmunoglobulina funcional endégena y
(ii) segmentos génicos V y J de cadena ligera de inmunoglobulina funcional endégena y (b) colocar en el genoma: (i)
una primera secuencia de nucleétidos que codifica un dominio variable de cadena pesada reordenada (es decir, en
el que la primera secuencia de nucledtidos es una secuencia de nucleétidos de regién variable de cadena pesada de
inmunoglobulina humana reordenada), en la que la primera la secuencia de nucleétidos esta unida operativamente a
una secuencia génica de regién constante de cadena pesada, y (i) una segunda secuencia de nucleétidos que
codifica un dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina humana (es decir, en la que la segunda secuencia
de nucleétidos es una secuencia de nucledtidos de region variable de cadena ligera de inmunoglobulina humana no
reordenada), en la que la segunda secuencia de nucleétidos esta unida operativamente a una secuencia génica de
region constante de cadena ligera. En algunos aspectos, la secuencia génica de region constante de cadena ligera
es una secuencia génica de region constante de cadena ligera k. En algunos aspectos, la secuencia génica de
region constante de cadena ligera es una secuencia génica de region constante de cadena ligera k de ratén o de
rata. En algunos aspectos, la secuencia génica de region constante de cadena ligera es una secuencia génica de
regién constante de cadena ligera k. En algunos aspectos, la secuencia génica de regién constante de cadena ligera
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es una secuencia génica de region constante de cadena ligera A. En algunos aspectos, la secuencia génica de la
regién constante de cadena ligera es una secuencia génica de regién constante de cadena ligera A de ratén o de
rata. En algunos aspectos, la secuencia génica de region constante de cadena ligera es una secuencia génica de
region constante de cadena ligera A humana. En algunos aspectos, el dominio variable de cadena ligera de
inmunoglobulina humana es un dominio variable de cadena ligera k. En algunos aspectos, el dominio variable de
cadena ligera de inmunoglobulina humana es un dominio variable de cadena ligera A. En algunos aspectos, la
secuencia génica de la region constante de cadena pesada es una secuencia génica de region constante de cadena
pesada de inmunoglobulina no humana. En algunos aspectos, la secuencia génica de region constante de cadena
pesada de inmunoglobulina no humana es una secuencia génica de regién constante de cadena pesada de ratén o
de rata.

En otro aspecto, se describe un método para crear un ratén o una rata que comprende un locus de cadena pesada
de inmunoglobulina modificada genéticamente que comprenden: (a) modificar un genoma de un ratén o una rata
para delecionar o hacer no funcional, segmentos génicos V, D y J de cadena pesada de inmunoglobulina funcional
enddgena y (b) colocar en el genoma una secuencia de nucleétidos de region variable de cadena pesada de
inmunoglobulina humana reordenada, en la que la secuencia de nucledtidos de region variable de cadena pesada de
inmunoglobulina humana reordenada comprende una secuencia de segmento génico V de cadena pesada (Vn) que
esta unida operativamente, mediante un espaciador, a una secuencia de segmento génico J de cadena pesada (Jn),
en la que el espaciador comprende al menos un resto de aminoacido. En algunos aspectos, la secuencia de
nucleétidos de region variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada esta unida
operativamente a una secuencia génica de regiéon constante de cadena pesada de inmunoglobulina no humana. En
algunos aspectos, la secuencia génica de region constante de cadena pesada de inmunoglobulina no humana es
una secuencia génica de region constante de cadena pesada de inmunoglobulina de raton o de rata. En algunos
aspectos, la secuencia de nucledtidos de regidn variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada
esta unida operativamente a una secuencia génica de regién constante de cadena ligera de inmunoglobulina no
humana. En algunos aspectos, la secuencia génica de regiéon constante de cadena ligera de inmunoglobulina no
humana es una secuencia génica de region constante de cadena ligera de inmunoglobulina de ratén o de rata. En
algunos aspectos, la secuencia de nucledtidos de region variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana
reordenada esta presente en una localizacion endégena (es decir, en la que la secuencia de nucleétidos se localiza
en un ratén o una rata de tipo silvestre). En algunos aspectos, la secuencia de nucleétidos de region variable de
cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada esta presente dentro de su locus endégeno, por ejemplo,
dentro de un locus variable de inmunoglobulina, en el que el locus enddgeno se coloca o traslada a una localizacién
diferente en el genoma). En algunos aspectos, los espaciadores tienen un solo resto de aminoacido. En algunos
aspectos, los espaciadores tienen dos restos de aminoacido. En algunos aspectos, los espaciadores tienen tres
restos de aminoacido. En algunos aspectos, los espaciadores tienen cuatro restos de aminoacido. En algunos
aspectos, los espaciadores tienen cinco restos de aminoacido. En algunos aspectos, los espaciadores tienen seis
restos de aminoacido. En algunos aspectos, las secuencias de nucleétidos codifican dos copias, tres copias, cuatro
copias 0 mas de la secuencia de nucleétidos de region variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana
reordenada unida operativamente a una secuencia génica de dominio constante de cadena pesada. En algunos
aspectos, la secuencia de nucledtidos codifica una pluralidad de copias de la secuencia de nucleétidos de region
variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada unida operativamente a una secuencia génica
de dominio constante de cadena pesada.

Se describen métodos para crear un ratén o una rata que comprenden: (a) modificar un genoma de un ratén o una
rata para delecionar o hacer no funcionales (i) segmentos génicos Vu, Dy y/o Ju, de cadena pesada de
inmunoglobulina funcional endégena y (ii) segmentos génicos V y J de cadena ligera de inmunoglobulina funcional
enddgena; y (b) colocar (i) una secuencia de acido nucleico de regién variable de cadena pesada reordenada en un
locus de cadena pesada, en el que la secuencia de acido nucleico de regién variable de cadena pesada reordenada
comprende una secuencia de segmento génico V de cadena pesada (Vu) que esta unida operativamente, mediante
un espaciador, a una secuencia de segmento génico J de cadena pesada (Ju), en la que el espaciador comprende
al menos un resto de aminodcido; y (i) uno 0 mas segmentos génicos de regién variable de cadena ligera de
inmunoglobulina humana, pero menos que el numero de segmentos de tipo silvestre, (por ejemplo, dos segmentos
génicos Vk humanos, y al menos un segmento génico Jk humano), unidos operativamente a una secuencia de acido
nucleico de region constante de cadena ligera humana o no humana. En algunos aspectos, al menos uno de los
segmentos génicos de region variable de cadena ligera codifica uno o mas codones de histidina que no estan
codificados por un segmento génico variable de cadena ligera de la linea germinal humana correspondiente.

En algunos aspectos, se describe un método para crear un ratbn o una rata que comprende un locus de
inmunoglobulina modificado genéticamente que comprende:

(a) modificar un genoma de un ratoén o una rata para delecionar o hacer no funcionales, segmentos génicos Vy J
de cadena ligera de inmunoglobulina funcional endégena; y

(b) colocar en el genoma del ratéon o de la rata una secuencia de nucleétidos de region variable de cadena

pesada humana reordenada, en unién operativa con una secuencia de nucleétidos de regiéon constante de
cadena ligera.

45



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2678221 T3

En algunos aspectos, la region constante de cadena ligera es una region constante de rata o raton, por ejemplo, una
region constante Ck de rata o raton.

En otro aspecto, se describe un método para crear un raton o una rata que comprende un locus de inmunoglobulina
modificado genéticamente, que comprende:

(a) modificar un genoma de un ratdén o una rata para delecionar o hacer no funcionales:
(i) segmentos génicos V, D y/o J de cadena pesada de inmunoglobulina funcional endégena; y
(ii) segmentos génicos V y J de cadena ligera de inmunoglobulina funcional endégena; y
(b) colocar en el genoma del ratén o de la rata:
(i) una primera secuencia de nucleotidos que codifica un dominio variable de cadena pesada reordenada (es
decir, en la que la primera secuencia de nucleétidos es una secuencia de nucleétidos de region variable de
cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada), en la que la primera secuencia de nucleétidos esta
unida operativamente a una secuencia génica de regién constante de cadena ligera, y
(i) una segunda secuencia de nucleétidos que codifica un dominio variable de cadena ligera no humana (es
decir, en la que la segunda secuencia de nucleétidos es una secuencia de nucleétidos de region variable de
cadena ligera de inmunoglobulina humana no reordenada), en la que la segunda secuencia de nucle6tidos
esta unida operativamente a una secuencia génica de region constante de cadena pesada.
En algunos aspectos, el ratdn o la rata es un ratdn. En algunos aspectos, la region constante de cadena ligera es
una region constante de una rata o de un ratén, por ejemplo, una regién constante Ck de una rata o de un ratén. En
algunos aspectos, la segunda secuencia de nucledtidos esta unida operativamente a una secuencia génica de
region constante de cadena pesada de ratdn o de rata seleccionada de un Cy1, una bisagra, un Cy2, un Cy3y una
combinacion de los mismos. En algunos aspectos, la segunda secuencia de nucleétidos esta unida operativamente
a una secuencia génica de region constante de cadena pesada humana seleccionada de un Cy1, una bisagra, un
Ch2, un Cx3 0 una combinacion de los mismos.

En otro aspecto, se describe un método para crear un ratén o una rata que comprende un locus de inmunoglobulina
modificado genéticamente, que comprende:

(a) modificar un genoma de una rata o un ratén para delecionar o hacer no funcional:
(i) segmentos génicos V, D y/o J de cadena pesada de inmunoglobulina funcional endégena, y
(ii) segmentos génicos V y J de cadena ligera de inmunoglobulina funcional endégena; y

(b) colocar en el genoma del ratén o de la rata:
(i) una primera secuencia de nucleétidos que codifica un dominio variable de cadena pesada reordenada (es
decir, en la que la primera secuencia de nucleétidos es una secuencia de nucleétidos de region variable de
cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada), en la que la primera secuencia de nucleétidos esta
unida operativamente a una secuencia génica de region constante de cadena pesada; y
(ii) una segunda secuencia de nucle6tidos que codifica un dominio variable de cadena ligera (es decir, en la
gue la segunda secuencia de nucledtidos es una secuencia de nucle6tidos de region variable de cadena
ligera de inmunoglobulina humana no reordenada), en la que la segunda secuencia de nucledtidos esta unida
operativamente a una secuencia génica de regién constante de cadena ligera.

En otro aspecto, se describe un método para crear un raton o una rata que comprende un locus de inmunoglobulina
modificado genéticamente, que comprende:

(a) modificar un genoma de un ratén o una rata para delecionar o hacer no funcional:
(i) segmentos génicos V, D y/o J de cadena pesada de inmunoglobulina funcional endégena, y
(ii) segmentos génicos V y J de cadena ligera de inmunoglobulina funcional endégena; y

(b) colocar en el genoma del ratén o de la rata:

(i) un primer alelo que comprende:
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(1) una primera secuencia de nucle6tidos que codifica un dominio variable de cadena pesada reordenada
(es decir, en la que la primera secuencia de nucleétidos es una secuencia de nucledtidos de region
variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada), unida operativamente a una
secuencia génica de region constante de cadena pesada; y

(2) una segunda secuencia de nucleétidos que codifica un dominio variable de cadena ligera (es decir, en
la que la segunda secuencia de nucleétidos es una secuencia de nucleétidos de region variable de
cadena ligera de inmunoglobulina humana no reordenada), unida operativamente a una secuencia génica
de region constante de cadena ligera.

(i) un segundo alelo que comprende

(1) una tercera secuencia de nucle6tidos que codifica un dominio variable de cadena ligera (es decir, en la
que la tercera secuencia de nucleétidos es una secuencia de nucleétidos de regién variable de cadena
ligera de inmunoglobulina humana no reordenada), unida operativamente a una secuencia génica de
regién constante de cadena pesada; y

(2) una cuarta secuencia de nucleétidos que codifica el dominio variable de cadena pesada reordenada
(es decir, en la que la cuarta secuencia de nucleétidos es una secuencia de nucleétidos de regién variable
de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada), unida operativamente a una secuencia
génica de regién constante de cadena ligera.

En otro aspecto, se describe un método para crear un raton o un rata que comprende un locus de cadena pesada de
inmunoglobulina modificado genéticamente que comprende: (a) modificar un genoma de un ratén o una rata para
delecionar o hacer no funcionales, segmentos génicos V, D y/o J de cadena pesada de inmunoglobulina funcional
endogena y (b) colocar en el genoma la secuencia de nucleétidos de region variable de cadena pesada de
inmunoglobulina humana reordenada, en la que la secuencia de nucleétidos de region variable de cadena pesada de
inmunoglobulina humana reordenada comprende una secuencia del segmento génico V de cadena pesada (Vu) que
esta unida operativamente, mediante un espaciador, a una secuencia de segmento génico J de cadena pesada (Jn),
en la que el espaciador comprende al menos un resto de aminoacido.

En otro aspecto, se describe un método para crear un ratén o una rata que comprende un locus de inmunoglobulina
modificado genéticamente que comprende:

(a) modificar un genoma de un ratén o una rata para delecionar o hacer no funcional:
(i) segmentos génicos V, D y/o J de cadena pesada de inmunoglobulina funcional endégena, y
(ii) segmentos génicos V y J de cadena ligera de inmunoglobulina funcional endégena; y

(b) colocar en el genoma del ratén o de la rata:

(i) una secuencia de nuclet6tidos de region variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana
reordenada en unién operativa con una secuencia de nucleétidos de regién constante de cadena pesada; y

(i) uno 0 mas segmentos génicos de regién variable de cadena ligera de inmunoglobulina humana, pero
menos que el nimero de segmentos de tipo silvestre, en unién operativa con una secuencia de acido
nucleico de region constante de cadena ligera.

En algunos aspectos, la rata o el ratdon es un ratdn. En algunos aspectos, la region constante de cadena ligera es
una regién constante de rata o ratén, por ejemplo, una regién constante Ck de una rata o un raton. En algunos
aspectos, la secuencia de acido nucleico de regién variable de cadena pesada humana reordenada esta unida
operativamente a una secuencia génica de region constante de cadena pesada de raton o de rata de un Cn1, una
bisagra, un Cn2, un C43 y una combinacion de los mismos. En algunos aspectos, la secuencia de acido nucleico de
region variable de cadena pesada reordenada esta unida operativamente a una secuencia génica de region
constante de cadena pesada humana seleccionada de un Cnx1, una bisagra, un Cx2, un Cy3 y una combinacion de
los mismos.

En otro aspecto, se describe un método para crear un ratén o una rata que comprende un locus de inmunoglobulina
modificado genéticamente, que comprende:

a) modificar un genoma de un ratén o una rata para delecionar o hacer no funcional:
g p
(i) segmentos génicos V, D y/o J de cadena pesada de inmunoglobulina funcional endégena, y

(ii) segmentos génicos V y J de cadena ligera de inmunoglobulina funcional enddégena; y
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(b) colocar en el genoma del ratén o de la rata:

() una secuencia de nuclettidos de region variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana
reordenada en un unién operativa con una secuencia de nucledtidos de region constante de cadena ligera; y

(ii) uno 0 mas segmentos génicos V. y J. de regién variable de cadena ligera de inmunoglobulina humana,
pero menos que el nimero de segmentos de tipo silvestre, en unidn operativa con una secuencia de acido
nucleico de regién constante de cadena pesada.

En algunos aspectos, la rata o el ratén es un raton. En algunos aspectos, la region constante de cadena ligera es
una region constante de una rata o un raton, por ejemplo, una region constante Ck de una rata o un raton.

En otro aspecto, se describen secuencias de acido nucleico que codifican un dominio variable de cadena pesada
reordenada (es decir, secuencias de nucleétidos que son secuencias de nucleétidos de regién variable de cadena
pesada de inmunoglobulina humana reordenada; es decir una secuencia de nucleétidos de VDJ de cadena pesada
de regiodn variable pre-reordenada). En algunos aspectos, la secuencia de acido nucleico procede de un segmenté o
secuencia génica V, D y J humana. En algunos aspectos, la secuencia de acido nucleico procede de un segmento V
de la linea germinal humana, de un segmento D de la linea germinal humana y de un segmento J de la linea
germinal humana. En algunos aspectos, el segmento Vy humano corresponde a variantes observadas en la
poblacién humana. El segmento V humano es V13-23 o una variante polimoérfica del mismo. En algunos aspectos, la
secuencia de acido nucleico comprende un segmento D humano que no es autorreactivo (no inmundégeno) en el
raton o rata. En algunos aspectos, la secuencia de acido nucleico comprende un segmento D humano que puede
expresarse en una secuencia variable de cadena pesada de un linfocito B maduro de un ratén. En algunos aspectos,
la secuencia de acido nucleico comprende adicionalmente una secuencia génica de regién constante de cadena
pesada de un animal humano o no humano, seleccionada de un Cyl, una bisagra, un Cy2, un Cy3 0 una
combinacién de los mismos. En aspectos especificos, el acido nucleico comprende una secuencia génica de region
constante que comprende un Cuyl, una bisagra, un C42 y un Cu3. En diversos aspectos, la secuencia de acido
nucleico comprende un segmento génico J humano seleccionado del grupo que consiste en Jy1, Ju2, Ju3, Ju4, Jub,
Ju6, y una variante polimérfica de los mismos. La secuencia de nucleotidos de region variable de cadena pesada de
inmunoglobulina humana reordenada codifica la secuencia de Vu3-23/GY/Ju4-4 (SEQ ID NO: 137) humana. En
algunos aspectos, la secuencia de acido nucleico codifica un dominio variable de cadena pesada reordenada que
comprende la secuencia de Vu3-23/X1X2/J humana (en la que X; y X, es cualquier aminoacido). En algunos
aspectos, X1 es Gly y X, es Tyr. En algunos aspectos, la secuencia de acido nucleico codifica un dominio variable
de cadena pesada reordenada que comprende la secuencia de Vy3-23/X1X2/Ju4-4 humana (en la que X1 y Xz es
cualquier aminoacido). En algunos aspectos, X, es un aminoacido que comprende un grupo fenilo. En aspectos
especificos, X, se selecciona de Tyr y Phe. En algunos aspectos, la secuencia de acido nucleico comprende
adicionalmente una secuencia génica de region constante de cadena ligera de un animal humano o no humano

En otro aspecto, se describe una construccién de acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos de
regién variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada (es decir, una secuencia VDJ de cadena
pesada pre-reordenada) como se describe en el presente documento. En algunos aspectos, la construccion de acido
nucleico se disefia de tal manera que la secuencia de nucleétidos de region variable de cadena pesada de
inmunoglobulina humana reordenada esta unida operativamente a una secuencia génica de regién constante de
cadena pesada de un animal humano o no humano. En algunos aspectos, la construcciéon de acido nucleico
contiene dos copias, tres copias, cuatro copias o0 mas de la secuencia de nucleétidos de region variable de cadena
pesada de inmunoglobulina humana reordenada unida operativamente a una secuencia génica de regién constante
de cadena pesada. En algunos aspectos, la construccion de acido nucleico es un vector diana. En algunos aspectos,
el vector diana comprende un gen Adam6a, un gen Adam6b o ambos, para impedir que se produzcan problemas de
fertilidad asociados a la delecion de los genes Adam6a/6b (véase, por ejemplo, el documento US 2012-0322108A1).
En algunos aspectos, los genes Adam6a y Adam6b se colocan cadena arriba en direcciéon 5 de la unidad
transcripcional de la secuencia de cadena pesada universal. En algunos aspectos, el vector diana comprende un
casete de seleccién flanqueado por sitios de recombinacion. En algunos aspectos, el vector diana comprende uno o
mas sitios de recombinacion especificos de sitio (por ejemplo un sitio loxP o FRT).

En otro aspecto, se describen métodos para obtener una secuencia de aminoacidos de region variable de cadena
ligera (VL) capaz de unirse a un antigeno independientemente de una secuencia de aminoacidos de regién variable
de cadena pesada, que comprende: (a) inmunizar a un ratén o a una rata modificado genéticamente como se
describe en el presente documento (por ejemplo, un ratén o una rata modificado genéticamente que comprende una
secuencia de acido nucleico de region variable de cadena pesada humana reordenada en unién operativa con una
secuencia de acido nucleico de region constante de cadena pesada o ligera) con un antigeno de interés, en el que el
raton o la rata genera una respuesta inmunitaria contra el antigeno; y (b) obtener una secuencia de acido nucleico
de cadena ligera (VJ) reordenada de un dominio variable de cadena ligera que se une especificamente al antigeno
de una célula (por ejemplo, un linfocito B maduro) del ratén o de la rata modificado genéticamente. En diversos
aspectos, se describen las regiones variables de cadena ligera producidas por dichos métodos.
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En algunos aspectos, se describen métodos para obtener una secuencia de acido nucleico que codifique un dominio
de region variable de cadena ligera (V) de inmunoglobulina capaz de unirse a un antigeno independientemente de
una region variable de cadena pesada, que comprende: (a) inmunizar a una rata 0 a un ratén con un antigeno de
interés o con un inmundégeno del mismo, en el que la rata o el ratdn comprende en su genoma (i) una secuencia de
acido nucleico de region variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada unida operativamente
a una secuencia de acido nucleico de region constante de cadena pesada, (b) permitir que el ratén o la rata genere
una respuesta inmunitaria, (c) aislar del ratén o de la rata inmunizados, una célula que comprenda una secuencia de
acido nucleico que codifique un dominio variable de cadena ligera que pueda unirse al antigeno, y (d) obtener de la
célula, una secuencia de acido nucleico que codifique el dominio variable de cadena ligera (dominio V) que pueda
unirse al antigeno. En algunos aspectos, la secuencia génica de region constante de cadena pesada es una
secuencia génica de region constante de cadena pesada de raton o de rata. En algunos aspectos, la secuencia
génica de region constante de cadena pesada es una secuencia génica de region constante de cadena pesada
humana. En algunos aspectos, el dominio variable de cadena pesada reordenada expresado por el locus modificado
genéticamente no es autorreactivo, es decir, no inmunoégeno al ratén o la rata. En algunos aspectos, el raton o la
rata comprende, en su genoma, dos 0 mas segmentos génicos de region variable de cadena ligera (V. y J.) de
inmunoglobulina humana, pero menos que el nimero de segmentos de tipo silvestre. En algunos aspectos, los
segmentos génicos de region variable de cadena ligera (VL y J.) de inmunoglobulina humana estan unidos
operativamente a una secuencia de acido nucleico de region constante de cadena ligera. En algunos aspectos, la
etapa de aislamiento (c) se realiza mediante separacién de células activadas por fluorescencia (FACS) o citometria
de flujo. En algunos aspectos, la célula que comprende la secuencia de acido nucleico que codifica el dominio
variable de cadena ligera que se une al antigeno es un linfocito. En algunos aspectos, el linfocito comprende
linfocitos citoliticos naturales, linfocitos T o linfocitos B. En algunos aspectos, el método comprende adicionalmente
una etapa (c)' de fusionar el linfocito con una célula cancerosa. En determinados aspectos, la célula cancerosa es
una célula de mieloma.

Por tanto, en diversos aspectos, se describen métodos para obtener una secuencia de acido nucleico que codifique
un dominio variable de cadena ligera (VL) de inmunoglobulina capaz de unirse a un antigeno independientemente de
un dominio variable de cadena pesada, que comprenden:

(a) inmunizar a un ratén o a una rata con un antigeno de interés o con un inmunégeno del mismo, en el que el
raton o la rata comprende en su genoma (i) una secuencia de acido nucleico de region variable de cadena
pesada de inmunoglobulina humana reordenada, unida operativamente a una secuencia de acido nucleico de
regién constante de cadena pesada; y (ii) segmentos génicos de region variable de cadena ligera (VL y J.) de
inmunoglobulina humana no reordenada unidos operativamente a una secuencia de acido nucleico de region
constante de cadena ligera;

(b) permitir que el ratén o la rata genere una respuesta inmunitaria;

(c) aislar del ratén o de la rata inmunizado una célula que comprenda una secuencia de acido nucleico que
codifique un dominio variable de cadena ligera que pueda unirse al antigeno; y

(d) obtener de la célula una secuencia de acido nucleico que codifique el dominio variable de cadena ligera
(dominio V) que pueda unirse al antigeno.

En algunos aspectos, la etapa de aislamiento (c) se realiza mediante separacion de células activadas por
fluorescencia (FACS) o citometria de flujo. En algunos aspectos, la célula que comprende la secuencia de acido
nucleico que codifica el dominio variable de cadena ligera que se une al antigeno es un linfocito. En aspectos
particulares, el linfocito comprende linfocitos citoliticos naturales, linfocitos T o linfocitos B. En algunos aspectos, los
métodos comprenden adicionalmente una etapa (c)’ de fusionar el linfocito con una célula cancerosa. En aspectos
particulares, la célula cancerosa es una célula de mieloma. En algunos aspectos, la secuencia de acido nucleico de
(d) se fusiona con una secuencia de acido nucleico que codifica una secuencia de acido nucleico de regioén
constante de inmunoglobulina. En algunos aspectos, la secuencia de acido nucleico de regién constante de cadena
ligera es una secuencia kappa humana o una secuencia lambda humana. En algunos aspectos, la secuencia de
acido nucleico de regién constante de cadena ligera es una secuencia kappa de ratén o una secuencia lambda de
raton. En algunos aspectos, la secuencia de acido nucleico de region constante de cadena ligera es una secuencia
kappa de rata o una secuencia lambda de rata. En algunos aspectos, la secuencia de acido nucleico de region
constante de cadena pesada es una secuencia humana seleccionada de un Cyl, una bisagra, un Cx2, un Cu3 'y
una combinacion de los mismos. En algunos aspectos, la secuencia de acido nucleico de regiéon constante de
cadena pesada es una secuencia de raton o de rata seleccionada de un Cyl, una bisagra, un Cy2, un Cy3 y una
combinacién de los mismos. En algunos aspectos, la secuencia de acido nucleico de (d) comprende una o mas
sustituciones o inserciones de codones de histidina que proceden del segmento génico V. no reordenado en el
genoma del ratén o de la rata.

En diversos aspectos, se describen métodos para obtener una secuencia de acido nucleico que codifica un dominio

variable de cadena ligera (V) de inmunoglobulina capaz de unirse a un antigeno independientemente de un dominio
variable de cadena pesada, que comprenden:
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(a) inmunizar a un ratén o a una rata con un antigeno de interés o con un inmundgeno del mismo, en el que el
ratén o la rata comprende en su genoma (i) una secuencia de acido nucleico de region variable de cadena
pesada de inmunoglobulina humana reordenada, unida operativamente a una secuencia de acido nucleico de
region constante de cadena ligera; y (ii) segmentos génicos de region variable de cadena ligera (V. y Ji.) de
inmunoglobulina humana no reordenada, unidos operativamente a una secuencia de acido nucleico de region
constante de cadena pesada;

(b) permitir que el ratén o la rata genere una respuesta inmunitaria;

(c) aislar del ratén o de la rata inmunizado una célula que comprenda una secuencia de acido nucleico que
codifigue un dominio variable de cadena ligera que pueda unirse al antigeno; y

(d) obtener de la célula una secuencia de acido nucleico que codifigue el dominio variable de cadena ligera
(dominio V) que pueda unirse al antigeno.

En algunos aspectos, la etapa de aislamiento (c) se realiza mediante separacion de células activadas por
fluorescencia (FACS) o citometria de flujo. En algunos aspectos, la célula que comprende la secuencia de acido
nucleico que codifica el dominio variable de cadena ligera que se une al antigeno es un linfocito. En aspectos
particulares, el linfocito comprende linfocitos citoliticos naturales, linfocitos T o linfocitos B. En algunos aspectos, el
método comprende adicionalmente una etapa (c)' de fusionar el linfocito con una célula cancerosa. En aspectos
particulares, la célula cancerosa es una célula de mieloma. En algunos aspectos, la secuencia de acido nucleico de
(d) se fusiona con una secuencia de acido nucleico que codifica una secuencia de acido nucleico de region
constante de inmunoglobulina. En algunos aspectos, la secuencia de acido nucleico de regién constante de cadena
ligera es una secuencia lambda humana o una secuencia kappa humana. En algunos aspectos, la secuencia de
acido nucleico de region constante de cadena ligera es una secuencia lambda de ratdén o una secuencia kappa de
ratén. En algunos aspectos, la secuencia de acido nucleico de regién constante de cadena ligera es una secuencia
kappa de rata o una secuencia lambda de rata. En algunos aspectos, la secuencia de acido nucleico de region
constante de cadena pesada es una secuencia humana seleccionada de un Cy1, una bisagra, un Cy2, un Cy3 'y de
una combinacion de los mismos. En algunos aspectos, la secuencia de acido nucleico de regién constante de
cadena pesada es una secuencia de rata o de raton seleccionada de un Cy1, una bisagra, un Cy2, un C43 y de una
combinacion de los mismos. En algunos aspectos, la secuencia de acido nucleico de (d) comprende una o mas
sustituciones o inserciones de codones de histidina que proceden del segmento génico V. no reordenado en el
genoma de la rata o ratén.

En algunos aspectos, se describen métodos para obtener una secuencia de acido nucleico que codifiqgue un dominio
variable de cadena ligera (V) de inmunoglobulina capaz de unirse a un antigeno independientemente de un dominio
variable de cadena pesada, que comprenden:

(a) inmunizar a un ratén o a una rata con un antigeno de interés o con un inmunégeno del mismo, en el que el
ratén o la rata comprende en su genoma (i) una secuencia de acido nucleico de region variable de cadena
pesada de inmunoglobulina humana reordenada, unida operativamente a una secuencia de acido nucleico de
regién constante de cadena pesada; y (ii) dos 0 mas segmentos génicos de region variable de cadena ligera (VL
y JL) de inmunoglobulina humana, pero menos que el nimero de segmentos de tipo silvestre, unidos
operativamente a una secuencia de acido nucleico de region constante de cadena ligera;

(b) permitir que el ratén o la rata genere una respuesta inmunitaria;

(c) aislar del ratén o de la rata inmunizados, una célula que comprenda una secuencia de acido nucleico que
codifique un dominio variable de cadena ligera que pueda unirse al antigeno; y

(d) obtener de la célula una secuencia de acido nucleico que codifique el dominio variable de cadena ligera
(dominio V) que pueda unirse al antigeno.

En algunos aspectos, la etapa de aislamiento (c) se realiza mediante separacion de células activadas por
fluorescencia (FACS) o citometria de flujo. En algunos aspectos, la célula que comprende la secuencia de acido
nucleico que codifica el dominio variable de cadena ligera que se une al antigeno es un linfocito. En aspectos
particulares, el linfocito comprende linfocitos citoliticos naturales, linfocitos T o linfocitos B. En algunos aspectos, los
métodos comprenden adicionalmente una etapa (c)’ de fusionar el linfocito con una célula cancerosa. En aspectos
particulares, la célula cancerosa es una célula de mieloma. En algunos aspectos, la secuencia de acido nucleico de
(d) se fusiona con una secuencia de acido nucleico que codifica una secuencia de acido nucleico de regioén
constante de inmunoglobulina. En algunos aspectos, la secuencia de acido nucleico de regién constante de cadena
ligera es una secuencia kappa humana o una secuencia lambda humana. En algunos aspectos, la secuencia de
acido nucleico de regién constante de cadena ligera es una secuencia kappa de ratén o una secuencia lambda de
raton. En algunos aspectos, la secuencia de acido nucleico de region constante de cadena ligera es una secuencia
kappa de rata o una secuencia lambda de rata. En algunos aspectos, la secuencia de acido nucleico de region
constante de cadena pesada es una secuencia humana seleccionada de un Cy1, una bisagra, un Cy2, un C43 'y de
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una combinacion de los mismos. En algunos aspectos, la secuencia de acido nucleico de regiéon constante de
cadena pesada es una secuencia de ratdn o de rata seleccionada de un Cn1, una bisagra, un Cy2, un Cy3 o0 de una
combinacion de los mismos. En algunos aspectos, la secuencia de acido nucleico de (d) comprende una o mas
sustituciones o inserciones de codones de histidina que proceden del segmento génico V. no reordenado en el
genoma del ratén o de la rata.

En algunos aspectos, se describen métodos para obtener una secuencia de acido nucleico que codifique un dominio
variable de cadena ligera (V) de inmunoglobulina capaz de unirse a un antigeno independientemente de un dominio
variable de cadena pesada, que comprenden:

(a) inmunizar a un ratébn o a una rata, que contenga un locus de inmunoglobulina modificado genéticamente
como se describe en el presente documento, con un antigeno de interés, en el que el ratén o la rata comprende
en su genoma una secuencia de acido nucleico de region variable de cadena pesada de inmunoglobulina
humana reordenada, unida operativamente a una secuencia de acido nucleico de regién constante de cadena
pesada;

(b) permitir que el ratén o la rata genere una respuesta inmunitaria;
(c) recoger, de la rata o del ratdn inmunizado, un linfocito (por ejemplo, un linfocito B);
(d) fusionar el linfocito con una célula de mieloma para formar una célula de hibridoma; y

e) obtener de la célula de hibridoma, una secuencia de acido nucleico que codifique un dominio variable de
cadena ligera (dominio V) que pueda unirse al antigeno.

En otro aspecto, se describen métodos para obtener una secuencia de acido nucleico que codifique una secuencia
de acido nucleico de dominio variable de cadena ligera (V.) de una inmunoglobulina de una cadena ligera de
inmunoglobulina, capaz de unirse a un antigeno independientemente de una region variable de cadena pesada, que
comprenden:

(a) inmunizar a un ratébn o a una rata, que contenga un locus de inmunoglobulina modificado genéticamente
como se describe en el presente documento, con un antigeno de interés, en el que el ratén o la rata comprende
en su genoma una secuencia de acido nucleico de regién variable de cadena pesada de inmunoglobulina
humana reordenada unida operativamente a una secuencia de acido nucleico de regién constante de cadena
pesada;

(b) permitir que el ratén o la rata genere una respuesta inmunitaria;

(c) identificar un linfocito (por ejemplo, un linfocito B) de la rata o del raton inmunizado, que exprese una
secuencia de aminoacidos de V| que se una al antigeno independientemente de una region variable de cadena
pesada;y,

(d) clonar una secuencia de acido nucleico que codifique la secuencia de aminoacidos de V. de (c) del linfocito
de (c).

En otro aspecto, se describen métodos para obtener una secuencia de aminoacidos de region variable de cadena
ligera (V) de inmunoglobulina capaz de unirse a un antigeno independientemente de una regién variable de cadena
pesada, que comprenden:

(a) inmunizar a un ratén o a una rata, que contenga un locus de inmunoglobulina modificado genéticamente
como se describe en el presente documento, con un antigeno de interés, en el que el ratén o la rata comprende
en su genoma (i) una primera secuencia de nucleétidos que codifique un dominio variable de cadena pesada
reordenada (es decir, en el que la primera secuencia de nucleétidos es una secuencia de nucleétidos de region
variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada), en la que la primera secuencia de
nucleétidos esta unida operativamente a una secuencia génica de region constante de cadena ligera; y (ii) una
segunda secuencia de nucleétidos que codifique un dominio variable de cadena ligera humana o no humana (es
decir, en la que la segunda secuencia de nucleétidos es una secuencia de nucleétidos variable de cadena ligera
de inmunoglobulina humana no reordenada), en la que la segunda secuencia de nuclettidos esta unida
operativamente a una secuencia génica de regién constante de cadena pesada;

(b) permitir que el ratén o la rata genere una respuesta inmunitaria;
(c) recoger, de la rata o del ratén inmunizado, un linfocito (por ejemplo, un linfocito B);

(d) fusionar el linfocito con una célula de mieloma para formar una célula de hibridoma; y
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e) obtener de la célula de hibridoma, una secuencia de acido nucleico que codifique un dominio variable de
cadena ligera (dominio V) que pueda unirse al antigeno.

En otro aspecto, se describen métodos para obtener una secuencia de acido nucleico que codifigue un dominio
variable de cadena ligera (V) de inmunoglobulina capaz de unirse a un antigeno independientemente de un dominio
variable de cadena pesada, que comprenden:

(a) inmunizar a un ratén o a una rata, que contenga un locus de inmunoglobulina modificado genéticamente
como se describe en el presente documento, con un antigeno de interés, en el que el ratén o la rata comprende
en su genoma (i) una primera secuencia de nucleétidos que codifique un dominio variable de cadena pesada
reordenada (es decir, en la que la primera secuencia de nucleétidos es una secuencia de nucleétidos de region
variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada), en la que la primera secuencia de
nucleétidos esta unida operativamente a una secuencia génica de region constante de cadena ligera; y (ii) una
segunda secuencia de nucleétidos que codifique un dominio variable de cadena ligera humana o no humana (es
decir, en el que la segunda secuencia de nucleétidos es una secuencia de nucledétidos variable de cadena ligera
de inmunoglobulina humana no reordenada), en la que la segunda secuencia de nuclettidos esta unida
operativamente a una secuencia génica de regién constante de cadena pesada;

(b) permitir que el ratén o la rata genere una respuesta inmunitaria;
(c) identificar un linfocito (por ejemplo, un linfocito B) de la rata o del raton inmunizado, que exprese una
secuencia de aminoéacidos de V. que se una al antigeno independientemente de una regién variable de cadena

pesada;y,

(d) clonar una secuencia de acido nucleico que codifique la secuencia de aminoacidos de V. de (c) del linfocito
de (c).

En otro aspecto, se describen métodos para obtener una secuencia de aminoacidos de region variable de cadena
ligera (V) de inmunoglobulina capaz de unirse a un antigeno independientemente de una regién variable de cadena
pesada, que comprenden:

(a) inmunizar a un ratén o a una rata, que contenga un locus de inmunoglobulina modificado genéticamente
como se describe en el presente documento, con un antigeno de interés, en el que el ratén o la rata comprende
en su genoma (i) una secuencia de acido nucleico de regién variable de cadena pesada de inmunoglobulina
humana reordenada unida operativamente a una secuencia de acido nucleico de regién constante de cadena
pesada; y (i) dos 0 mas segmentos génicos de region variable de cadena ligera (V. y J.) de inmunoglobulina
humana, pero menos que el nimero de segmentos de tipo silvestre;

(b) permitir que el ratén o la rata genere una respuesta inmunitaria;
(c) recoger, de la rata o del raton inmunizado, un linfocito (por ejemplo, un linfocito B);
(d) fusionar el linfocito con una célula de mieloma para formar una célula de hibridoma; y

e) obtener de la célula de hibridoma, una secuencia de acido nucleico que codifique un dominio variable de
cadena ligera (dominio V) que pueda unirse al antigeno.

En otro aspecto, se describen métodos para obtener una secuencia de acido nucleico de regién variable de cadena
ligera (VL) de inmunoglobulina de una cadena ligera de inmunoglobulina capaz de unirse a un antigeno
independientemente de una region variable de cadena pesada, que comprenden:

(a) inmunizar a un ratén o a una rata, que contenga un locus de inmunoglobulina modificado genéticamente
como se describe en el presente documento, con un antigeno de interés, en el que el ratén o la rata comprende
en su genoma (i) una secuencia de acido nucleico de region variable de cadena pesada de inmunoglobulina
humana reordenada, unida operativamente a una secuencia de acido nucleico de regién constante de cadena
pesada; y (i) dos 0 mas segmentos génicos de region variable de cadena ligera (V. y Ji.) de inmunoglobulina
humana, pero menos que el nimero de segmentos de tipo silvestre;

(b) permitir que el ratén o la rata genere una respuesta inmunitaria;

(c) identificar un linfocito (por ejemplo, un linfocito B) de la rata o del ratén inmunizado que exprese una
secuencia de aminoacidos V. que se una al antigeno independientemente de una region variable de cadena
pesada;y,

(d) clonar una secuencia de acido nucleico que codifique la secuencia de aminoacidos de V. de (c) del linfocito
de (c).
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En diversos aspectos, el dominio variable de cadena ligera descrito en el presente documento, es un dominio efector
variable de cadena ligera. En algunos aspectos, el dominio variable efector de cadena ligera se une especificamente
al FcRn para mejorar la semivida de los anticuerpos multiespecificos. Por ejemplo, un anticuerpo biespecifico que
comprende un dominio variable de cadena pesada que se une a un antigeno y un dominio variable de cadena ligera
gue se une al FcRn. En algunos aspectos, los ratones modificados genéticamente como se describe en el presente
documento, estan inmunizados con FcRn, para obtener anticuerpos que se unen exclusivamente al FcRn a través
de las cadenas ligeras. Estas cadenas ligeras producidas por la rata o el ratén modificado genéticamente, se utilizan
como cadenas ligeras universales o comunes que ayudan al anticuerpo biespecifico a asociarse a un FcRn,
ayudando de esta manera a aumentar la semivida. El resto del anticuerpo (por ejemplo, una segunda cadena ligera
diferente, o una cadena pesada que se une a un antigeno diferente de FcRn) se selecciona para realizar una
segunda funcion.

En aspectos adicionales, se describe un locus de inmunoglobulina modificado genéticamente que puede obtenerse
mediante cualquiera de los métodos descritos en el presente documento. En diversos aspectos, también se
describen regiones variables de cadena ligera producidas por los métodos descritos en el presente documento y la
secuencia de acido nucleico que codifica dichas regiones variables de cadena ligera.

En algunos aspectos, se describe un locus de inmunoglobulina en un genoma de linea germinal de una rata o un
ratén que comprende (1) una secuencia de nucleétidos de regién variable de cadena pesada de inmunoglobulina
humana reordenada que esta unida operativamente a una secuencia génica de regién constante de cadena pesada,
y (2) una secuencia de nucledtidos de region variable de cadena ligera de inmunoglobulina humana no reordenada
gue esta unida operativamente a una secuencia génica de region constante de cadena ligera. En algunos aspectos,
se describe un locus de inmunoglobulina en un genoma de linea germinal de una rata o un ratén que comprende (1)
una secuencia de nucledtidos de region variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada que
esta unida operativamente a una secuencia génica de regidn constante de cadena ligera, y (2) una secuencia de
nucleétidos de region variable de cadena ligera de inmunoglobulina humana no reordenada que esta unida
operativamente a una secuencia génica de regién constante de cadena pesada. En algunos aspectos, se describe
un locus de inmunoglobulina en un genoma de linea germinal de una rata o un ratébn que comprende (1) una
secuencia de nucledtidos de region variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada que esta
unida operativamente a una secuencia génica de region constante de cadena pesada, y (2) una secuencia de
nucleétidos que codifica dos o mas segmentos génicos de region variable de cadena ligera (V. y J.) de
inmunoglobulina humana, pero menos que el nimero de segmentos de tipo silvestre. En algunos aspectos, la
secuencia génica de regién constante de cadena ligera es una secuencia génica de regidn constante de cadena
ligera k. En algunos aspectos, la secuencia génica de regién constante de cadena ligera es una secuencia génica de
regién constante de cadena ligera A. En algunos aspectos, la secuencia génica de regién constante de cadena ligera
es una secuencia génica de region constante de cadena ligera de rata o ratén. En algunos aspectos, la secuencia de
nucleétidos de region variable de cadena ligera es una secuencia génica de region variable de cadena ligera k. En
algunos aspectos, la secuencia de nuclettidos de region variable de cadena ligera es una secuencia génica de
region variable de cadena ligera A. En algunos aspectos, la secuencia de nucleétidos de region variable de cadena
ligera es una secuencia génica de region variable de cadena ligera de rata o raton.

Aspectos adicionales incluyen proteinas de union a antigeno (por ejemplo, anticuerpos) creadas por los ratones y
ratas modificados genéticamente descritos en el presente documento. Asimismo, también se describen proteinas de
unién a antigeno (por ejemplo anticuerpos recombinantes) con secuencias de regién variable de cadena ligera (V)
procedentes o producidas por (es decir expresadas a partir de los segmentos génicos de region variable de cadena
ligera de inmunoglobulina humana no reordenada) por los ratones y ratas modificados genéticamente descritos en el
presente documento. En algunos aspectos, las proteinas de unién a antigeno producidas por los métodos descritos
en el presente documento comprenden una cadena pesada y una cadena ligera, en la que la cadena pesada no
interfiere con la union de la cadena ligera con el antigeno, y/o la cadena pesada no se une al antigeno en ausencia
de la cadena ligera. En algunos aspectos, el dominio variable de cadena ligera se une a un antigeno de interés con
una Kp que no es mas de un orden de magnitud mayor en ausencia de cadena pesada que en presencia de la
cadena pesada (por ejemplo, Kp~ 10 en presencia de cadena pesada o Kp~10" en ausencia de cadena pesada).
En algunos aspectos, las proteinas de union a antigeno como se describen en el presente documento, incluyen una
cadena ligera de inmunoglobulina que puede unirse especificamente a un antigeno de interés con una afinidad (Kp)
menor de 10°, 107, 10®, 10 0 10™. En algunos aspectos, la cadena ligera de inmunoglobulina producida por los
métodos puede unirse especificamente a un antigeno de interés en ausencia de una region variable de cadena
pesada con una afinidad (Kp) menor de 10°, 107, 10, 10° 0 10™.

En diversos aspectos, los dominios variables de cadena ligera generados como se describe en el presente
documento, se unen especificamente a una molécula diana (“D”). Una molécula diana es cualquier proteina,
polipéptido u otra macromolécula cuya actividad o concentracion extracelular se desee atenuar, reducir o eliminar.
En muchos casos, la molécula diana a la cual se une una region variable de cadena ligera es una proteina o un
polipéptido (es decir, una “proteina diana”); sin embargo, también se describen aspectos en los que la molécula
diana (“D") es un hidrato de carbono, una glucoproteina, un lipido, una lipoproteina, un lipopolisacarido u otro
polimero no proteico o molécula a la cual se une la regién variable de cadena ligera. En diversos aspectos, D puede
ser una proteina diana expresada en la superficie celular o una proteina diana soluble. La unién a la diana por parte
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de la molécula de unién a antigeno puede tener lugar en un contexto extracelular o en la superficie celular. Sin
embargo, en determinados aspectos, la molécula de unién a antigeno se une a una molécula diana dentro de la
célula, por ejemplo, dentro de un componente intracelular tal como el reticulo endoplasmatico, el aparato de Golgi,
un endosoma, lisosoma, etc. Como ejemplos de moléculas diana expresadas en la superficie celular se incluyen
receptores expresados en la superficie celular, ligandos unidos a membrana, canales i6nicos y cualquier otro
componente polipeptidico monomérico o multimérico con una parte extracelular que esté conectada o asociada a
una membrana celular. Como ejemplos no limitantes de moléculas diana expresadas en la superficie celular que
pueden dirigirse mediante las moléculas de unién a antigenos multiespecificos descritas en el presente documento
se incluyen, por ejemplo, receptores de citocina (por ejemplo, receptores de IL-1, IL-4, IL-6, IL-13, IL-22, IL-25, IL-33,
etc.) asi como dianas de superficie celular incluyendo otros receptores transmembrana de tipo 1 tales como PRLR,
receptores acoplados a proteina G tales como GCGR, canales i6nicos tales como Navl.7, ASIC1 o ASIC2, proteinas
de superficie no receptoras tales como MHC-I (por ejemplo, HLA-B*27), etc. En aspectos en los que D es una
proteina diana expresada en la superficie celular, el componente D1 de la molécula de unién a antigeno
multiespecifico puede ser, por ejemplo, un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de un anticuerpo que se une
especialmente a D, o un ligando o parte de un ligando que interaccione especificamente con la proteina diana
expresada en la superficie celular. Por ejemplo, si D es IL-4R, el componente D1 puede comprender o consistir en
IL-4 o0 una parte de unién al receptor del mismo. Como ejemplos de moléculas diana solubles se incluyen citocinas,
factores de crecimiento y otros ligandos y proteinas de sefializacion. Una proteina diana soluble ejemplar no
limitante que puede dirigirse por las moléculas de unidon a antigeno multiespecifico descritas en el presente
documento incluyen, por ejemplo, IL-1, IL-4, IL-6, IL-13, IL-22, IL-25, IL- 33, SOST, DKK1, etc. Las moléculas diana
solubles también incluyen, por ejemplo, moléculas diana no humanas tales como alérgenos (por ejemplo, Fel D1,
Betvl, CryJl), patégenos (por ejemplo, Candida albicans, S. aureus, etc.), y moléculas patégenas (por ejemplo
lipopolisacéarido (LPS), acido lipoteicoico (LTA), Proteina A, toxinas, etc.). En aspectos en los que D es una molécula
diana soluble, el componente D1 de la molécula de unién a antigeno multiespecifico puede ser, por ejemplo, un
anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de un anticuerpo que se une especificamente a D, o un receptor o parte
de un receptor que interacciona especificamente con la molécula diana soluble. Por ejemplo, si D es IL-4, el
componente D1 puede comprender o consistir en IL-4R o0 una parte de unién al ligando del mismo. Las moléculas
diana también incluyen antigenos asociados a tumor.

En otro aspecto, las proteinas de unién a antigeno (por ejemplo, anticuerpos biespecificos o triespecificos) pueden
prepararse utilizando dominios variables de cadena ligera especificos de antigeno procedentes de (es decir, con
secuencias de region variable de cadena ligera humana (V) generadas por) un ratén o una rata que comprenden un
locus de inmunoglobulina con una secuencia de &cido nucleico de regidn variable de cadena pesada humana
reordenada (es decir, un ratbn o una rata que comprende una secuencia VDJ de cadena pesada reordenada,
predisefiada). Dichas cadenas ligeras especificas de antigeno, quiméricas inversas (por ejemplo, variable
humana/constante de ratén) pueden utilizarse para obtener secuencias de regién variable de cadena ligera
especificas de antigeno que pueden clonarse en fase en un vector de expresion con una secuencia de region
constante de cadena ligera humana adecuada. Una region (o regiones) variable de cadena pesada humana
especifica de antigeno (especifica para un epitopo diferente en el mismo o diferente antigeno que la cadena ligera
especifica de antigeno) de un animal que comprende un locus de inmunoglobulina con una secuencia de acido
nucleico de region variable de cadena pesada humana reordenada (es decir, un ratén que comprende una
secuencia VDJ de cadena pesada reordenada, predisefiada), puede clonarse en fase en un vector de expresion que
comprende una secuencia de region constante de cadena pesada humana, y las cadenas pesada y ligera humanas
especificas de antigeno pueden coexpresarse en una célula adecuada para obtener una proteina de unién a
antigeno (por ejemplo, un anticuerpo humano biespecifico o triespecifico). Como alternativa, una cadena pesada
especifica de antigeno previamente seleccionada, por ejemplo, una cadena pesada de un anticuerpo que
comprende una cadena ligera procedente del mismo segmento génico de region variable que el utilizado en la
secuencia de acido nucleico de region variable de cadena pesada humana reordenada, puede clonarse en fase en
un vector de expresion que comprende una secuencia de regién constante de cadena pesada humana, y las
cadenas ligera y pesada humanas especificas de antigeno pueden coexpresarse en una célula adecuada para
obtener una proteina de unién a antigeno (por ejemplo, un anticuerpo humano biespecifico o triespecifico). En
algunos aspectos, la secuencia de nucleétidos de regién variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana
reordenada esta unida operativamente a una secuencia génica de region constante de cadena pesada no humana
(por ejemplo, una secuencia kappa o lambda de rata o raton). En algunos aspectos, la secuencia de nucleétidos de
region variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada esta unida operativamente a una
secuencia génica de region constante de cadena ligera no humana (por ejemplo, una secuencia kappa o lambda de
ratén o rata,). En algunos aspectos, las secuencias de region variable de cadena ligera (V) humana son secuencias
génicas kappa.

En otro aspecto, se describe un método para crear una proteina de unién a antigeno multiespecifico que comprende:

(@) inmunizar a un primer ratén o rata, que contenga un primer locus de inmunoglobulina modificado
genéticamente como se describe en el presente documento, con un antigeno de interés, en el que el primer ratén
o rata comprende en su genoma (i) una secuencia de nucleétidos de region variable de cadena pesada de
inmunoglobulina humana reordenada unida operativamente a una secuencia de &acido nucleico de region
constante de cadena pesada;
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(b) permitir que el primer ratdn o rata genere una respuesta inmunitaria;

(c) recoger un primer linfocito (por ejemplo, un linfocito B) del primer raton o rata inmunizado, en el que el primer
linfocito expresa anticuerpos madurados por afinidad, en el que los anticuerpos madurados por afinidad
comprenden un dominio variable humano fusionado a un dominio constante no humano;

(d) identificar una secuencia de acido nucleico que codifique el dominio variable de cadena ligera humana de los
anticuerpos madurados por afinidad;

(e) clonar la secuencia de acido nucleico de (d) en una primera construccion de expresion en fase con una
secuencia de acido nucleico de regién constante humana adecuada (por ejemplo, una secuencia kappa o lambda
humana) para formar un primer gen polipeptidico;

(f) inmunizar a un segundo raton o rata, que contenga un locus de inmunoglobulina modificado genéticamente
como se describe en el presente documento, con un segundo antigeno de interés, en el que el segundo ratén o
rata comprende en su genoma (i) segmentos génicos V, D y J humanos no reordenados unidos a una secuencia
de acido nucleico de region constante de cadena pesada no humana; y (ii) una sola secuencia de regién variable
de cadena ligera humana reordenada;

(g) permitir que el segundo ratoén o rata genere una respuesta inmunitaria;

(h) recoger un segundo linfocito del segundo ratén o rata inmunizado, en el que el segundo linfocito expresa
anticuerpos madurados por afinidad, en el que los anticuerpos madurados por afinidad comprenden un dominio
variable de cadena pesada humana fusionado a un dominio constante no humano;

(i) identificar una secuencia de acido nucleico que codifique un dominio variable de cadena pesada humana de
los anticuerpos madurados por afinidad que se unen especificamente al segundo antigeno;

() clonar la secuencia de acido nucleico de (i) en una segunda construccién de expresion en fase con una
secuencia de acido nucleico de regién constante humana adecuada (por ejemplo, una secuencia constante de
IgG1 humana) para formar un segundo gen polipeptidico; y

(k) introducir la primera construccidon de expresion y la segunda construccidon de expresion en una célula
adecuada para expresar el primer gen polipeptidico y el segundo gen polipeptidico para formar una proteina de
unién a antigeno que comprenda un dimero del segundo polipéptido, en el que cada monémero del segundo
polipéptido esta asociado a un monoémero del primer polipéptido.

En diversos aspectos, la primera construccion de expresién y la segunda construccién de expresion estan en
vectores distintos. En diversos aspectos, la primera construccion de expresion y la segunda construccion de
expresion estan en el mismo vector. En diversos aspectos, el primer antigeno y el segundo antigeno son diferentes.
En un aspecto, el primer antigeno y el segundo antigeno son iguales. En diversos aspectos, el primer antigeno es un
receptor de superficie celular y el segundo antigeno se selecciona de un antigeno soluble y de un antigeno unido a
una superficie celular. En aspectos especificos, el primer antigeno es un receptor Fc (por ejemplo, un FcRn), el
segundo antigeno es una proteina soluble y la proteina de unién a antigeno comprende una 0 mas sustituciones e
inserciones de histidina procedentes del segmento génico V. en el genoma del ratén o de la rata.

En otro aspecto, se describe un método para crear una proteina de unién a antigeno multiespecifico que comprende:

(@) inmunizar a un primer ratbn o rata, que contenga un primer locus de inmunoglobulina modificado
genéticamente como se describe en el presente documento, con un antigeno de interés, en el que el primer ratén
0 rata comprende en su genoma (i) una primera secuencia de nucleétidos que codifique un dominio variable de
cadena pesada reordenada (es decir, en la que la primera secuencia de nucledtidos es una secuencia de
nucleétidos de region variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada), en la que la primera
secuencia de nucledtidos estd unida operativamente a una secuencia génica de regiéon constante de cadena
ligera; y (ii) una segunda secuencia de nucleotidos que codifique un dominio variable de cadena ligera humana o
no humana (es decir, en el que la segunda secuencia de nucleétidos es una secuencia de nucleottidos variable
de cadena ligera de inmunoglobulina humana no reordenada), en la que la segunda secuencia de nucle6tidos
esta opcionalmente unida a una secuencia génica de regién constante de cadena pesada;

(b) permitir que el primer ratdn o rata genere una respuesta inmunitaria;
(c) recoger un primer linfocito (por ejemplo, un linfocito B) del primer raton o rata inmunizado, en el que el primer

linfocito expresa anticuerpos madurados por afinidad, en el que los anticuerpos madurados por afinidad
comprenden un dominio variable humano fusionado a un dominio constante no humano;
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(d) identificar una secuencia de acido nucleico que codifique el dominio variable de cadena ligera humana de los
anticuerpos madurados por afinidad;

(e) clonar la secuencia de acido nucleico de (d) en una primera construccion de expresion en fase con una
secuencia de acido nucleico de regién constante humana adecuada (por ejemplo, una secuencia lambda o kappa
humana) para formar un primer gen polipeptidico;

(f) inmunizar a un segundo ratén o rata que contenga un locus de inmunoglobulina modificado genéticamente
como se describe en el presente documento, con un segundo antigeno de interés, en el que el segundo ratén o
rata comprende en su genoma (i) segmentos génicos V, D y J humanos no reordenados unidos a una secuencia
de acido nucleico de region constante de cadena pesada no humana y (ii) una sola secuencia de region variable
de cadena ligera humana reordenada;

(g) permitir que el segundo ratoén o rata genere una respuesta inmunitaria;

(h) recoger un segundo linfocito del segundo ratén o rata inmunizado, en el que el segundo linfocito expresa
anticuerpos madurados por afinidad, en el que los anticuerpos madurados por afinidad comprenden un dominio
variable de cadena pesada humana fusionado a un dominio constante no humano;

(i) identificar una secuencia de acido nucleico que codifique un dominio variable de cadena pesada humana de
los anticuerpos madurados por afinidad que se unen especificamente al segundo antigeno;

() clonar la secuencia de acido nucleico de (i) en una segunda construccién de expresion en fase con una
secuencia de acido nucleico de region constante humana adecuada (por ejemplo, una regién constante IgG1
humana) para formar un segundo gen polipeptidico; y

(k) introducir la primera construccidon de expresion y la segunda construccidon de expresion en una célula
adecuada para expresar el primer gen polipeptidico y el segundo gen polipeptidico para formar una proteina de
unién a antigeno que comprenda un dimero del segundo polipéptido, en el que cada monémero del segundo
polipéptido esta asociado a un monoémero del primer polipéptido.

En diversos aspectos, la primera construccion de expresion y la segunda construccion de expresion estan en
vectores distintos. En diversos aspectos, la primera construccién de expresion y la segunda construccién de
expresion estan en el mismo vector. En algunos aspectos, el primer antigeno y el segundo antigeno son diferentes.
En algunos aspectos, el primer antigeno y el segundo antigeno son iguales. En diversos aspectos, el primer
antigeno es un receptor de superficie celular, y el segundo antigeno se selecciona de un antigeno soluble y un
antigeno unido a una superficie celular. En aspectos especificos, el primer antigeno es un receptor Fc (por ejemplo,
un FcRn), el segundo antigeno es una proteina soluble y la proteina de unién a antigeno comprende una o mas
sustituciones e inserciones de histidina procedentes del segmento génico V. en el genoma del ratén o de la rata.

En otro aspecto, se describe un método para crear una proteina de unién a antigeno multiespecifico que comprende:

(@) inmunizar a un primer ratbn o rata, que contenga un primer locus de inmunoglobulina modificado
genéticamente como se describe en el presente documento, con un antigeno de interés, en el que el primer ratén
o rata comprende en su genoma (i) una secuencia de nucleétidos de region variable de cadena pesada de
inmunoglobulina humana reordenada unida operativamente a una secuencia de acido nucleico de region
constante de cadena pesada y (ii) dos 0 mas segmentos génicos de region variable de cadena ligera (V. y J.) de
inmunoglobulina humana, pero menos que el nimero de segmentos de tipo silvestre;

(b) permitir que el primer ratdn o rata genere una respuesta inmunitaria;

(c) recoger un primer linfocito (por ejemplo, un linfocito B) del primer ratén o rata inmunizado, en el que el primer
linfocito expresa anticuerpos madurados por afinidad, en el que los anticuerpos madurados por afinidad
comprenden un dominio variable humano fusionado a un dominio constante no humano;

(d) identificar una secuencia de acido nucleico que codifique el dominio variable de cadena ligera humana de los
anticuerpos madurados por afinidad;

(e) clonar la secuencia de acido nucleico de (d) en una primera construccion de expresion en fase con una
secuencia de acido nucleico de regién constante humana adecuada (por ejemplo, una secuencia lambda o kappa
humana) para formar un primer gen polipeptidico;

(f) inmunizar a un segundo raton o rata, que contenga un locus de inmunoglobulina modificado genéticamente
como se describe en el presente documento, con un segundo antigeno de interés, en el que el segundo ratén o
rata comprende en su genoma (i) segmentos génicos V, D y J humanos no reordenados unidos a una secuencia
de acido nucleico de region constante de cadena pesada no humana; y (ii) una sola secuencia de regién variable
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de cadena ligera humana reordenada, en la que la sola secuencia de region variable de cadena ligera humana
reordenada procede del mismo segmento génico V. que el segmento génico V| que codifica el dominio variable
de cadena ligera de la etapa (c);

(g) permitir que el segundo ratén o rata genere una respuesta inmunitaria;

(h) recoger un segundo linfocito del segundo ratén o rata inmunizado, en el que el segundo linfocito expresa
anticuerpos madurados por afinidad, en el que los anticuerpos madurados por afinidad comprenden un dominio
variable de cadena pesada humana fusionado a un dominio constante no humano;

(i) identificar una secuencia de acido nucleico que codifique un dominio variable de cadena pesada humana de
los anticuerpos madurados por afinidad que se una especificamente al segundo antigeno;

() clonar la secuencia de acido nucleico de (i) en una segunda construccién de expresion en fase con una
secuencia de acido nucleico de regién constante humana adecuada (por ejemplo, una secuencia constante de
IgG1 humana) para formar un segundo gen polipeptidico; y

(k) introducir la primera construccidon de expresion y la segunda construccidon de expresion en una célula
adecuada para expresar el primer gen polipeptidico y el segundo gen polipeptidico para formar una proteina de
unién a antigeno que comprenda un dimero del segundo polipéptido, en el que cada monémero del segundo
polipéptido esta asociado a un monoémero del primer polipéptido.

En diversos aspectos, tanto la primera como la segunda construccion de expresion estan en vectores distintos. En
diversos aspectos, tanto la primera como la segunda construccién de expresion estan en el mismo vector. En
diversos aspectos, el primer y segundo antigeno son diferentes. En diversos aspectos, el primer y segundo antigeno
son iguales. En diversos aspectos, el primer antigeno es un receptor de superficie celular, y el segundo antigeno se
selecciona de un antigeno soluble y un antigeno unido a una superficie celular. En diversos aspectos, el primer
antigeno es un receptor Fc (por ejemplo, un FcRn), el segundo antigeno es una proteina soluble, y la proteina de
unién a antigeno comprende una o mas sustituciones e inserciones de histidina procedentes del segmento génico
V. en el genoma del ratén o la rata.

En otro aspecto, se describe un método para la creacion de una proteina de unién a antigeno multiespecifico que
comprende:

(a) inmunizar a un ratén o a una rata que contenga un locus de inmunoglobulina modificado genéticamente como
se describe en el presente documento, con un primer antigeno, en el que el ratén o la rata comprende en su
genoma: (i) una secuencia de nucleétidos de region variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana
reordenada, unida operativamente a una secuencia de acido nucleico de region constante de cadena pesada; y
(i) uno o mas segmentos génicos V. y J. de inmunoglobulina humana;

(b) permitir que el ratén o la rata genere una respuesta inmunitaria;

(c) recoger un linfocito (por ejemplo, un linfocito B) del ratén o la rata inmunizado, en el que el linfocito expresa
anticuerpos madurados por afinidad que comprenden un dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina
humana fusionado a un dominio constante de inmunoglobulina de ratén;

(d) identificar una primera secuencia de acido nucleico que codifique el dominio variable de cadena ligera
humana de los anticuerpos madurados por afinidad;

(e) clonar la primera secuencia de acido nucleico de (d) en un primer vector de expresion en fase con una
secuencia de acido nucleico de region constante de cadena ligera humana;

(f) introducir en una célula hospedadora: (i) el primer vector de expresién que comprende la primera secuencia
de acido nucleico en fase con la secuencia de acido nucleico de region constante de cadena ligera humana; vy (ii)
un segundo vector de expresién que comprende una segunda secuencia de acido nucleico que codifica un
primer dominio variable de cadena pesada especifico de antigeno, fusionado a una regién constante de cadena
pesada humana;

(9) cultivar la célula hospedadora para permitir la expresién de anticuerpos multiespecificos; y
(h) aislar los anticuerpos multiespecificos, en el que los anticuerpos multiespecificos comprenden el primer
dominio variable de cadena pesada y de cadena ligera especifico de antigeno, en el que el dominio variable de

cadena pesada de los anticuerpos multiespecificos presenta una especificidad de union a antigeno distinta de la
del dominio variable de cadena ligera.
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En diversos aspectos, los anticuerpos multiespecificos son anticuerpos biespecificos. En algunos aspectos, los
anticuerpos biespecificos son anticuerpos triespecificos, y la etapa (f) comprende adicionalmente la introduccién de
un tercer vector de expresion que comprende una tercera secuencia de acido nucleico que codifica un segundo
dominio variable de cadena pesada especifico de antigeno, fusionado a la secuencia de regién constante de cadena
pesada humana.

En otro aspecto, se describe un método para crear una proteina de unién a antigeno multiespecifico que comprende:

(a) inmunizar a un ratén o una rata que contenga un locus de inmunoglobulina modificado genéticamente como
se describe en el presente documento, con un primer antigeno, en el que el ratdn o la rata comprende en su
genoma: (i) un dominio variable de cadena pesada reordenada unida operativamente a un secuencia de acido
nucleico de region constante de cadena pesada; y (ii) uno o0 mas segmentos génicos V. y J. de inmunoglobulina
humana, pero menos que el nimero de segmentos de tipo silvestre;

(b) permitir que el ratoén o la rata genere una respuesta inmunitaria;

(c) recoger un linfocito (por ejemplo, un linfocito B) del ratén o rata inmunizado, en el que el linfocito expresa
anticuerpos madurados por afinidad que comprenden un dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina
humana fusionado a un dominio constante de inmunoglobulina de ratén;

(d) identificar una primera secuencia de acido nucleico que codifique el dominio variable de cadena ligera
humana de los anticuerpos madurados por afinidad;

(e) clonar la primera secuencia de acido nucleico de (d) en un primer vector de expresion en fase con una
secuencia de acido nucleico de region constante de cadena ligera humana;

(f) introducir en una célula hospedadora: (i) el primer vector de expresiéon que comprende la primera secuencia
de acido nucleico en fase con la secuencia de acido nucleico de region constante de cadena ligera humana; vy (ii)
un segundo vector de expresién que comprende una segunda secuencia de acido nucleico que codifica un
primer dominio variable de cadena pesada especifico de antigeno fusionado a una region constante de cadena
pesada humana;

(9) cultivar la célula hospedadora para permitir la expresién de anticuerpos multiespecificos; y

(h) aislar los anticuerpos multiespecificos, en el que los anticuerpos multiespecificos comprenden el primer
dominio variable de cadena ligera y de cadena pesada especifico de antigeno, en el que el dominio variable de
cadena pesada de los anticuerpos multiespecificos presenta una especificidad de union a antigeno distinta de la
del dominio variable de cadena ligera.

En diversos aspectos, los anticuerpos multiespecificos son anticuerpos biespecificos. En algunos aspectos, los
anticuerpos multiespecificos son anticuerpos triespecificos y la etapa (f) comprende adicionalmente la introduccién
de un tercer vector de expresidon que comprende una tercera secuencia de acido nucleico que codifica un segundo
dominio variable de cadena pesada especifico de antigeno fusionado a la secuencia de regién constante de cadena
pesada humana.

En otro aspecto, se describen métodos para crear una proteina de unién a antigeno que comprende un dominio
variable de cadena ligera de inmunoglobulina que puede unirse a un antigeno independientemente de un dominio
variable de cadena pesada. Dichos métodos comprenden

(a) inmunizar a un ratén o a una rata modificado genéticamente, con un primer antigeno que comprenda un
primer epitopo o una parte inmundégena del mismo, en el que el ratdn o la rata comprende en su genoma:

() una secuencia de acido nucleico de region variable de cadena pesada humana reordenada, unida
operativamente a una secuencia de acido nucleico de regién constante de cadena pesada; y

(i) segmentos génicos de region variable de cadena ligera (V. y J.) de inmunoglobulina humana no
reordenada unidos operativamente a una secuencia de acido nucleico de region constante de cadena ligera
de inmunoglobulina;

(b) permitir que el ratén o la rata genere una respuesta inmunitaria contra el primer epitopo o parte inmunégena
del mismo;

(c) aislar del raton o de la rata una célula que comprenda una secuencia de acido nucleico que codifique un
dominio variable de cadena ligera que se una especificamente al primer epitopo o parte inmunégena del mismo;
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(d) obtener de la célula de (c) la secuencia de acido nucleico que codifique el dominio variable de cadena ligera
gue se una especificamente al primer epitopo o parte inmunégena del mismo;

(e) emplear la secuencia de acido nucleico de (d) en una construccion de expresion, fusionada a una secuencia
de acido nucleico de regién constante de inmunoglobulina humana; y

(f) expresar la secuencia de acido nucleico de (d) en una linea celular de produccién que exprese una cadena
pesada de inmunoglobulina humana que se una especificamente a un segundo antigeno o epitopo para formar
una proteina de unién a antigeno cuya cadena ligera esté codificada por el acido nucleico de (d) y que se una al
primer epitopo o parte inmundgena del mismo, independientemente de la cadena pesada y cuya cadena pesada
se una especificamente al segundo antigeno o epitopo.

En algunos aspectos al menos uno de los segmentos génicos de cadena ligera V. o J. humana no reordenada
codifica uno o mas codones de histidina que no estan codificados por un segmento génico variable de cadena ligera
de la linea germinal humana correspondiente. En algunos aspectos, el primer epitopo procede de un receptor de
superficie celular. En algunos aspectos, el receptor de superficie celular es un receptor Fc. En aspectos particulares,
el receptor Fc es FcRn. En algunos aspectos, el segundo antigeno o epitopo procede de un antigeno soluble. En
algunos aspectos, el segundo antigeno o epitopo procede de un receptor de superficie celular. En algunos aspectos,
el primer antigeno es un receptor Fc, el segundo antigeno es una proteina soluble y la proteina de unién a antigeno
comprende una o mas sustituciones o inserciones de histidina procedentes del segmento génico V. en el genoma
del ratén o de la rata.

En otro aspecto, se describen métodos para crear una proteina de unién a antigeno que comprenda un dominio
variable de cadena ligera de inmunoglobulina que se pueda unir a un antigeno independientemente de un dominio
variable de cadena pesada. Dicho método comprende

(a) inmunizar a un ratén o a una rata modificado genéticamente, con un primer antigeno que comprenda un
primer epitopo o parte inmundgena del mismo, en el que el ratdn o la rata comprende en su genoma:

() una secuencia de acido nucleico de region variable de cadena pesada humana reordenada unida
operativamente a una secuencia de acido nucleico de region constante de cadena ligera; y

(i) segmentos génicos de regién variable de cadena ligera (VL. y J.) de inmunoglobulina humana no
reordenada unidos operativamente a una secuencia de acido nucleico de regién constante de cadena pesada
de inmunoglobulina;

(b) permitir que el raton o la rata genere una respuesta inmunitaria contra el primer epitopo o parte inmunogena
del mismo;

(c) aislar del ratén o de la rata una célula que comprenda una secuencia de acido nucleico que codifique un
dominio variable de cadena ligera que se una especificamente al primer epitopo o parte inmunégena del mismo;

(d) obtener de la célula de (c) la secuencia de acido nucleico que codifique el dominio variable de cadena ligera
gue se una especificamente al primer epitopo o parte inmunégena del mismo;

(e) emplear la secuencia de acido nucleico de (d) en una construccion de expresioén, fusionada a una secuencia
de acido nucleico de regién constante de inmunoglobulina humana; y

(f) expresar la secuencia de acido nucleico de (d) en una linea celular de produccién que exprese una cadena
pesada de inmunoglobulina humana que se una especificamente al segundo antigeno o epitopo para formar una
proteina de unidén a antigeno cuya cadena ligera esté codificada por el acido nucleico de (d) y que se una al
primer epitopo o parte inmundgena del mismo independientemente de la cadena pesada, y cuya cadena pesada
se una especificamente al segundo antigeno o epitopo.

En algunos aspectos al menos uno de los segmentos génicos de cadena ligera V. o J. humana no reordenada
codifica uno o méas codones de histidina que no estan codificados por un segmento génico variable de cadena ligera
de la linea germinal humana correspondiente. En algunos aspectos, el primer epitopo procede de un receptor de
superficie celular. En algunos aspectos, el receptor de superficie celular es un receptor Fc. En aspectos particulares,
el receptor Fc es FcRn. En algunos aspectos, el segundo antigeno o epitopo procede de un antigeno soluble. En
algunos aspectos, el segundo antigeno o epitopo procede de un receptor de superficie celular. En algunos aspectos,
el primer antigeno es un receptor Fc, el segundo antigeno es una proteina soluble, y la proteina de unién a antigeno
comprende una o mas sustituciones o inserciones de histidina procedentes del segmento génico V. en el genoma
del ratén o de la rata.
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En otro aspecto, se describen métodos para crear una proteina de unién a antigeno que comprende un dominio
variable de cadena ligera de inmunoglobulina que pueda unirse a un antigeno independientemente de un dominio
variable de cadena pesada. Dichos métodos comprenden

(a) inmunizar a una rata o a un raton modificado genéticamente, con un primer antigeno que comprende un
primer epitopo o parte inmundgena del mismo, en el que el ratén o la rata comprende en su genoma:

(i) una secuencia de &acido nucleico de region variable de cadena pesada humana reordenada unida
operativamente a una secuencia de acido nucleico de regién constante de cadena pesada; y

(ii) dos 0 mas segmentos génicos de region variable de cadena ligera (V. y J.) de inmunoglobulina humana,
pero menos que el nimero de segmentos de tipo silvestre, unidos operativamente a una secuencia de acido
nucleico de region constante de cadena ligera de inmunoglobulina;

(b) permitir que el raton o la rata genere una respuesta inmunitaria contra el primer epitopo o parte inmunogena
del mismo;

(c) aislar del ratén o de la rata una célula que comprenda una secuencia de acido nucleico que codifique un
dominio variable de cadena ligera que se una especificamente al primer epitopo o parte inmunégena del mismo;

(d) obtener de la célula de (c) la secuencia de acido nucleico que codifique el dominio variable de cadena ligera
gue se una especificamente al primer epitopo o parte inmunégena del mismo;

(e) emplear secuencia de acido nucleico de (d) en una construccion de expresién, fusionada a una secuencia de
acido nucleico de regién constante de inmunoglobulina humana; y

(f) expresar la secuencia de acido nucleico de (d) en una linea celular de produccién que exprese una cadena
pesada de inmunoglobulina humana que se una especificamente a un segundo antigeno o epitopo para formar
una proteina de unién a antigeno cuya cadena ligera esté codificada por el acido nucleico de (d) y que se una al
primer epitopo o parte inmunégena del mismo independientemente de la cadena pesada y cuya cadena pesada
se una especificamente al segundo antigeno o epitopo.

En algunos aspectos, al menos uno de los segmentos génicos de cadena ligera V. 0 J. humana, codifica uno o mas
codones de histidina que no estan codificados por un segmento génico variable de cadena ligera de la linea germinal
humana correspondiente. En algunos aspectos el primer epitopo procede de un receptor de superficie celular. En
algunos aspectos, el receptor de superficie celular es un receptor Fc. En aspectos particulares, el receptor Fc es
FcRn. En algunos aspectos, el segundo antigeno o epitopo procede de un antigeno soluble. En algunos aspectos, el
antigeno soluble o epitopo procede de un receptor de superficie celular. En algunos aspectos, el primer antigeno es
un receptor Fc, el segundo antigeno es una proteina soluble y la proteina de unién a antigeno comprende una o mas
sustituciones e inserciones de histidina procedentes del segmento génico V. en el genoma del ratén o de la rata.

En otro aspecto, para facilitar la separacion de las proteinas de union a antigeno descritas en el presente
documento, se modifica una de las cadenas pesadas para excluir un determinante de unién a la Proteina A, dando
como resultado una afinidad de union a la Proteina A diferencial de una proteina de union homodimérica a partir de
una proteina de union heterodimérica. Las composiciones y métodos que abordan este tema se describen en la
Patente de Estados Unidos n.° 8.586.713, otorgada el 19 de noviembre de 2013, titulada “Readily Isolated Bispecific
Antibodies with Native Immunoglobulin Format”. Una vez seleccionada la especie que comprende la cadena pesada
heterodimérica con una cadena ligera idéntica, esta proteina de unién a antigeno biespecifico puede explorarse para
confirmar la conservacion de su propiedad de unién a antigeno dependiente de pH.

En diversos aspectos, en el presente documento se describe una célula pluripotente, células madre pluripotentes o
totipotentes inducidas, procedentes de un ratén o una rata, que comprenden las diversas modificaciones genémicas.
En algunos aspectos, la célula pluripotente o totipotente procede de un animal no humano. En algunos aspectos, el
raton o la rata es un raton. En aspectos especificos, la célula pluripotente es una célula madre embrionaria (ES,
embryonic stem). En algunos aspectos, la célula pluripotente comprende en su genoma: (i) un locus de cadena
pesada de inmunoglobulina que comprende una secuencia de acido nucleico de region variable de cadena pesada
humana reordenada unida operativamente a una secuencia de acido nucleico de regién constante de cadena
pesada; y (ii) un locus de cadena ligera de inmunoglobulina que comprende uno 0 mas segmentos génicos variables
de cadena ligera V. y J. de inmunoglobulina humana, pero menos que el nimero de segmentos de tipo silvestre,
unidos operativamente a una secuencia de acido nucleico de region constante de cadena ligera. En aspectos
especificos, la célula pluripotente, células madre pluripotentes o totipotentes inducidas, son células madre
embrionarias (ES) de ratdén o de rata. En algunos aspectos, la célula pluripotente, células madre pluripotentes o
totipotentes inducidas, tienen un cariotipo XX o un cariotipo XY.

También se describen células que comprenden un nudcleo que contiene una modificacién genética como se describe
en el presente documento, por ejemplo, una modificacion introducida en una célula mediante inyeccién pronuclear.
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En otro aspecto, se describe un hibridoma o cuadroma, procedente de una célula del ratéon o de la rata como se
describe en el presente documento. En algunos aspectos, el raton o la rata es un raton.

En otro aspecto, se describe un linfocito aislado de una rata o un raton modificado genéticamente como se describe
en el presente documento. En algunos aspectos, el linfocito es un linfocito B, en el que el linfocito B comprende un
locus genémico de inmunoglobulina que comprende una secuencia de nucleétidos de region variable de cadena
pesada de inmunoglobulina humana reordenada, unida operativamente a una secuencia génica de regién constante
de cadena ligera o de cadena pesada de rata o de raton. En algunos aspectos, el linfocito B es capaz de producir
anticuerpos en los que el dominio variable de cadena pesada reordenada, como se describe en el presente
documento, esta unido operativamente a un dominio constante de cadena ligera o de cadena pesada.

En otro aspecto, se describe un embrién de una rata o ratén que comprende una célula cuyo genoma comprende: (i)
un locus de cadena pesada de inmunoglobulina que comprende una secuencia de acido nucleico de region variable
de cadena pesada de inmunoglobulina reordenada, unida operativamente a una secuencia de acido nucleico de
region constante; y (ii) un locus de cadena ligera de inmunoglobulina que comprende dos o mas segmentos génicos
de region variable de cadena ligera de inmunoglobulina humana, pero menos que el nimero de segmentos de tipo
silvestre, unidos operativamente a una secuencia de acido nucleico de regidn constante de cadena ligera.

En diversos aspectos, la rata o el ratébn modificado genéticamente, expresa un repertorio de anticuerpos (por
ejemplo, un repertorio de IgG) que procede de la secuencia de nucledtidos que codifica el dominio variable de
cadena pesada reordenada, y una pluralidad de segmentos V de cadena ligera (y una pluralidad de segmentos J de
cadena ligera). En algunos aspectos, el locus modificado genéticamente produce una poblacién de anticuerpos que
comprende una cadena ligera de inmunoglobulina gue es capaz de unirse especificamente a un antigeno de interés
con una afinidad (Kp) menor que 10-°, 10-/, 10-%, 10-° o 10-°. En algunos aspectos, la cadena ligera de
inmunoglobulina expresada por el locus modificado genéticamente es capaz de unirse especificamente a un
antigeno de interés en ausencia de una region variable de cadena pesada con una afinidad (Kp) menor que 10-%, 10-
’,10-%,10-° 0 10-".

En diversos aspectos, las modificaciones genéticas descritas en el presente documento no afectan a la fertilidad de
los ratones o de las ratas (véase, por ejemplo, el documento US 2012-0322108A1). En algunos aspectos, el locus de
cadena pesada comprende un gen Adamé6a endégeno, un gen Adamé6b, o ambos, y la modificacion genética no
afecta a la expresiéon y/o funcién del gen Adam6a enddgeno, gen Adam6b o ambos. En algunos aspectos, el
genoma de la rata o ratébn modificado genéticamente comprende un gen Adamé6a, un gen Adamé6b, o ambos,
localizado ectopicamente. En algunos aspectos, un gen Adamé6a y/o Adam6b se coloca en el extremo 5’ cadena
arriba de la unidad transcripcional de la secuencia de acido nucleico de region variable de cadena pesada
reordenada. En algunos aspectos, el gen Adam6a y/o Adam6b se coloca en el extremo 3’ cadena abajo de la unidad
transcripcional de la secuencia de acido nucleico de regién variable de cadena pesada reordenada.

En algunos aspectos, el locus de cadena pesada modificado genéticamente no comprende una secuencia de acido
nucleico de la Regién de Control Intergénica 1 (IGCR1). En algunos aspectos, el locus de cadena pesada modificado
genéticamente comprende una secuencia de IGCR1 cadena abajo de la secuencia de acido nucleico de regién
variable de cadena pesada reordenada. En algunos aspectos, la secuencia de acido nucleico de IGCR1 esta
presente entre la secuencia de acido nucleico de regién variable de cadena pesada reordenada y el segmento
génico Dy mas proximo a V.

En algunos aspectos, como se ha indicado anteriormente, el locus de cadena ligera de inmunoglobulina de los
ratones o ratas descritos en el presente documento, comprende un repertorio limitado de segmentos génicos
variables de cadena ligera, por ejemplo, (i) uno, dos 0 mas segmentos génicos V. humanos, pero menos que el
numero de segmentos de tipo silvestre. En algunos aspectos, el ratén o la rata es un ratén; y el dominio variable de
cadena ligera de inmunoglobulina se genera a partir de una reordenacién de uno de dos segmentos génicos VK
humanos y de uno de 1, 2, 3, 4 0 5 segmentos génicos Jk humanos. En algunos aspectos, el ratdon presenta una
proporcion de (a) linfocitos B en la médula 6sea que expresan una inmunoglobulina que tiene una cadena ligera A
con respecto a (b) linfocitos B en la médula 6sea que expresan una inmunoglobulina que tiene una cadena ligera K,
de aproximadamente 1 a aproximadamente 15. En algunos aspectos, la reordenacion incluye un segmento génico
Vk1-39 humano. En algunos aspectos, la reordenacion incluye un segmento génico Vk3-20 humano. En algunos
aspectos, los dos segmentos génicos Vk humanos estan en un locus Vk de inmunoglobulina endégena, y, en
algunos aspectos los dos segmentos génicos Vk humanos reemplazan a todos o sustancialmente a todos los
segmentos génicos Vk de inmunoglobulina de ratén. En algunos aspectos, los dos segmentos génicos Vk humanos
estan en un locus Vk de inmunoglobulina endégena, y, en algunos aspectos, los dos segmentos génicos VK
humanos reemplazan a todos o sustancialmente a todos los segmentos génicos Vk y Jk de inmunoglobulina de
ratén. En algunos aspectos, los dos segmentos génicos Vk humanos estan unidos operativamente a dos o mas (por
ejemplo, 2 3, 4, 5) segmentos génicos Jk humanos. En algunos otros aspectos, el dominio variable de cadena ligera
del raton se genera a través de una reordenacion de un segmento génico Vk1-39 humano o un segmento génico
Vk3-20 humano y uno de dos o mas (por ejemplo, 2, 3, 4 0 5) segmentos génicos Jk humanos. En algunos de dichos
aspectos, la proporcién de linfocitos B inmaduros en la médula 6sea que expresan una inmunoglobulina tiene una
cadena ligera A con respecto a los linfocitos B inmaduros que expresan una inmunoglobulina que tiene una cadena
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ligera K, es de aproximadamente 1 a aproximadamente 13. En algunos otros aspectos, el dominio variable de
cadena ligera del ratén se genera a través de una reordenacién de un segmento génico Vk1-39 humano o un
segmento génico Vk3-20 humano y uno de dos o mas (por ejemplo, 2, 3, 4 0 5) segmentos génicos Jk humanos y la
proporcion de linfocitos B maduros en la médula 6sea que expresan una inmunoglobulina que tiene una cadena
ligera A con respecto a linfocitos B inmaduros que expresan una inmunoglobulina que tiene una cadena ligera Kk, es
de aproximadamente 1 a aproximadamente 7.

En aspectos particulares, el dominio variable de cadena ligera de un ratdon modificado genéticamente como se
describe en el presente documento, se genera a través de una reordenacion de un segmento génico Vk1-39 humano
0 un segmento génico Vk3-20 humano y uno de dos o mas (por ejemplo 2, 3, 4 0 5) segmentos génicos Jk humanos,
y tiene una poblacién de linfocitos pro B en la médula 6sea en el intervalo de aproximadamente 2,5x10" a
aproximadamente 1,5x10° linfocitos, inclusive, por ejemplo, de aproximadamente 2,5x10*, 3,0x10*, 3,5x10%, 4,0x10",
4,5x10%, 5,0x10%, 5,5x10%, 6,0x10%, 6,5x10%, 7,0x10", 7,5x10%, 8,0x10", 8,5x10%, 9,0x10%, 9,5x10% 1,0x10°, 0 1,5x10°
linfocitos; en algunos aspectos, una rata o un ratén (por ejemplo, un raton) modificado, descrito en el presente
documento, comprende una poblacién de linfocitos pro B en la médula 6sea de aproximadamente 2,88x10" células;
en algunos aspectos, un ratébn o una rata (por ejemplo, un ratén) modificado, descrito en el presente documento,
comprende una poblacién de linfocitos pro B en la médula ésea de aproximadamente 6,42x10* células; en algunos
aspectos, un ratén o una rata (por ejemplo, un ratén) modificado descrito en el presente documento comprende una
poblacién de linfocitos pro B en la médula 6sea de aproximadamente 9,16x10* células; en algunos aspectos, un
raton o una rata (por ejemplo, un ratén) modificado, descrito en el presente documento, comprende una poblacion de
linfocitos pro B en la médula 6sea de aproximadamente 1,19x10° células. Los linfocitos pro B ejemplares en la
médula 6sea de ratas y ratones (por ejemplo, ratones) modificados genéticamente, como se describe en el presente
documento, se caracterizan por la expresion de CD19, CD43, c-kit y/o una combinacién de los mismos (por ejemplo,
CD19", CD43", c-kit"). En algunos aspectos, una rata o ratén (por ejemplo, ratén), como se describe en el presente
documento, expresa una cadena ligera generada a través de una reordenacion de un segmento génico Vk1-39
humano o un segmento génico Vk3-20 humano y uno de dos o mas (por ejemplo 2, 3, 4 0 5) segmentos génicos Jk
humanos, y tiene una poblacién de linfocitos pre B en la médula ésea en el intervalo de aproximadamente 1x10° a
aproximadamente 2x10° linfocitos, inclusive, por ejemplo, de aproximadamente 1,0x10° 1,1x10°, 1,2x10°, 1,3x10°,
1,4x10° 1,5x10° 1,6x10°, 1,7x10° 1,8x10° 1,9x10° o 2,0x10° linfocitos; en algunos aspectos, una rata o un ratén
(por ejemplo, un ratén) modificado, descrito en el presente documento, comprende una poblacion de linfocitos pre B
en la médula 6sea de aproximadamente 1,25x10° células; en algunos aspectos, una rata o un ratén (por ejemplo, un
ratén) modificado, descrito en el presente documento, comprende una poblacion de linfocitos pre B en la médula
O6sea de aproximadamente 1,46x10° linfocitos; en algunos aspectos, una rata o un ratén (por ejemplo, un ratén)
modificado, descrito en el gresente documento, comprende una poblacién de linfocitos pre B en la médula ésea de
aproximadamente 1,64x10" linfocitos; en algunos aspectos, una rata o un ratén (por ejemplo, un ratén) modificado,
descrito en el presente documento, comprende una poblacion de linfocitos pre B en la médula d6sea de
aproximadamente 2,03x10° linfocitos. Los linfocitos pre B ejemplares en la médula ésea de las ratas y ratones (por
ejemplo, ratones) modificados genéticamente, como se describe en el presente documento, se caracterizan por la
expresion de CD19, CD43, c-kit y/o una combinacion de los mismos (por ejemplo, CD19", CD43", c-kit).

En diversos aspectos, un ratén modificado genéticamente como se describe en el presente documento, expresa una
cadena ligera generada a través de una reordenacion de un segmento génico Vk1-39 humano o un segmento génico
Vk3-20 humano y uno de dos o mas (por ejemplo, 2, 3 , 4 0 5) segmentos génicos Jk humanos, y tiene una
poblacién de linfocitos B inmaduros en la médula ésea en el intervalo de aproximadamente 5x10° a
aproximadamente 7x10° linfocitos, inclusive, por ejemplo, de aproximadamente 5,0x10°, 5,1x10°, 5,2x10°, 5,3x10°,
5,4x10°, 5,5x10° 5,6x10°, 5,7x10°, 5,8x10°, 5,9x10°, 6,0x10°, 6,1x10°, 6,2x10°, 6,3x10°, 6,4x10°, 6,5x10°, 6,6x10°,
6,7x105, 6,8x105, 6,9x105 0 7,Ox105 linfocitos; en algunos aspectos, una rata o un ratén (por ejemplo, un ratén)
modificado, descrito en el presente documento, comprende una poblacién de linfocitos B inmaduros en la médula
O6sea de aproximadamente 5,33x10° linfocitos; en algunos aspectos, una rata o un ratén (por ejemplo, un ratén)
modificado, descrito en el presente documento, comprende una poblacién de linfocitos B inmaduros en la médula
O6sea de aproximadamente 5,80x10° linfocitos; en algunos aspectos, una rata o un ratén (por ejemplo, un ratén)
modificado, descrito en el presente documento, comprende una poblacién de linfocitos B inmaduros en la médula
O6sea de aproximadamente 5,92x10° linfocitos; en algunos aspectos, una rata o un ratén (por ejemplo, un ratén)
modificado, descrito en el presente documento, comprende una poblacién de linfocitos B inmaduros en la médula
Osea de aproximadamente 6,67x10° linfocitos. Los linfocitos B inmaduros ejemplares en la médula 6sea de una rata
0 un ratén (por ejemplo, ratones) modificado genéticamente como se describe en el presente documento, se
caracterizan por la expresion de IgM, B220 y/o una combinacién de los mismos (por ejemplo, IgM*, B220™).

En diversos aspectos, un ratén modificado genéticamente como se describe en el presente documento, expresa una
cadena ligera generada a través de una reordenacion de un segmento génico Vk1-39 humano o un segmento génico
Vk3-20 humano y uno de dos o mas (por ejemplo, 2, 3 , 4 o 5) segmentos génicos Jk humanos, y tiene una
poblacién de linfocitos B maduros en la médula ésea en el intervalo de aproximadamente 3x10% a aproximadamente
1,5x10° linfocitos, inclusive, por ejemplo, de aproximadamente 3,0x10%, 3,5x10", 4,0x10%, 4,5x10°, 5,0x10%, 5,5x10",
6,0x10%, 6,5x10%, 7,0x10%, 7,5x10% 8,0x10% 8,5x10* 9,0x10* 9,5x10% 1,0x10°> o 1,5x10° linfocitos; en algunos
aspectos, una rata o un raton (por ejemplo, un ratén) modificado, descrito en el presente documento, comprende una
poblacién de linfocitos B maduros en la médula 6sea de aproximadamente 3,11x10" linfocitos; en algunos aspectos,
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una rata o un raton (por ejemplo, un ratén) modificado, descrito en el presente documento, comprende una poblacién
de linfocitos B maduros en la médula 6sea de aproximadamente 1,09x10° linfocitos; en algunos aspectos, una rata o
un ratén (por ejemplo, un ratén) modificado, descrito en el presente documento, comprende una poblacién de
linfocitos B maduros en la médula 6sea de aproximadamente 1,16x105 células; en algunos aspectos, una rata o un
raton (por ejemplo, un ratén) modificado, descrito en el presente documento, comprende una poblacién de linfocitos
B maduros en la médula 6sea de aproximadamente 1,44x10° linfocitos. Los linfocitos B maduros ejemplares en la
médula ésea de ratas o ratones (por ejemplo, ratones) modificados genéticamente, como se describe en el presente
documento, se caracterizan por la expresién de IgM, B220 y/o una combinacién de los mismos (por ejemplo, IgM",
B220").

En diversos aspectos, una rata o un raton (por ejemplo, raton) modificado genéticamente como se describe en el
presente documento, expresa una cadena ligera generada a través de una reordenacién de un segmento génico
Vk1-39 humano o un segmento génico Vk3-20 humano y uno de dos o mas (por ejemplo, 2, 3, 4 o 5) segmentos
génicos Jk humanos 6y tiene una poblacion total de linfocitos B en la médula 6sea en el intervalo de
aproximadamente 1x10° a aproximadamente 3x10° linfocitos, inclusive, por ejemplo, de aproximadamente 1,0x10°,
1,1x10°% 1,2x10°% 1,3x10° 1,4x10°% 1,5x10°% 1,6x10° 1,7x10° 1,8x10° 1,9x10°% 2,0x10°% 2,1x10°% 2,2x10° 2,3x10°,
2,4x10°, 2,5x10° 2,6x10°, 2,7x10°, 2,8x10°, 2,9x10° o 2,0x10° linfocitos; en algunos aspectos, una rata o ratén (por
ejemplo, un ratén) modificado, descrito en el presente documento, comprende una poblacion total de linfocitos B en
la médula 6sea de aproximadamente 1,59x10° linfocitos; en algunos aspectos, una rata o un raton (por ejemplo,
raton) modificado, descrito en el presente documento, comprende una poblacion total de linfocitos B en la médula
O6sea de aproximadamente 1,75x10° linfocitos; en algunos aspectos, una rata o un raton (por ejemplo, raton)
modificado, descrito en el presente documento, comprende una poblacion total de linfocitos B en la médula 6sea de
aproximadamente 2,13x10° linfocitos; en algunos aspectos, una rata o un ratén (por ejemplo, ratén) modificado,
descrito en el presente documento, comprende una poblacidon total de linfocitos B en la médula 6sea de
aproximadamente 2,55x10° linfocitos. El total de linfocitos B ejemplares en la médula 6sea de ratas y ratones (por
ejemplo, ratones) modificados genéticamente, como se describe en el presente documento, se caracteriza por la
expresién de CD19, CD20 y/o una combinacién de los mismos (por ejemplo, CD19")

En diversos aspectos, una rata o un raton (por ejemplo, un ratén) modificado genéticamente como se describe en el
presente documento, comprende un locus de cadena ligera k de inmunoglobulina que comprende dos segmentos
génicos Vk de inmunoglobulina humana no reordenada y dos o mas (por ejemplo, 2, 3, 4, 0 5) segmentos génicos
Jk humanos no reordenados, en el que el ratdén o la rata (por ejemplo, ratébn) comprende una poblacion de linfocitos
B esplénicos periféricos, que comprende poblaciones de linfocitos B transicionales (por ejemplo, T1, T2 y T3) que
son aproximadamente iguales a las de una rata o ratén (por ejemplo, un ratén) que comprende un complemento de
tipo silvestre de segmentos génicos V y J de cadena ligera k de inmunoglobulina. Las poblaciones de linfocitos B
transicionales (por ejemplo, T1, T2 y T3) ejemplares en el bazo de un ratén o una rata (por ejemplo, un ratén)
modificado genéticamente como se describe en el presente documento, se caracterizan por la expresion de IgM,
CD23, CD93, B220 y/o una combinacion de los mismos.

En diversos aspectos, una rata o un raton (por ejemplo, un raton) modificado genéticamente como se describe en el
presente documento, comprende una poblacién de linfocitos B T1 en el bazo (por ejemplo, CD93*, B220", Ith',
CD23) en el intervalo de aproximadamente 2x10° a aproximadamente 7x10° linfocitos, inclusive, por ejemplo de
aproximadamente 2,0x10°, 2,5x10°, 3,0x10°, 3,5x10°, 4,0x10° 4,5x10°, 5,0x10°, 5,5x10° 6,0x10°, 6,5x10° 0 7,0x10°
linfocitos; en algunos aspectos, una rata o un raton (por ejemplo, un raton), como se describe en el presente
documento, comprende una poblacion de linfocitos B T1 en el bazo de aproximadamente 2,16x106 linfocitos; en
algunos aspectos, una rata o un ratén (por ejemplo, un ratén) modificado, como se describe en el presente
documento, comprende una poblacion de linfocitos B T1 en el bazo de aproximadamente 3,63x106 linfocitos; en
algunos aspectos, una rata o un ratén (por ejemplo, un ratén) modificado, como se describe en el presente
documento, comprende una poblacién de linfocitos B T1 en el bazo de aproximadamente 3,91x10°% en algunos
aspectos, una rata o un raton (por ejemplo, un ratén) modificado, como se describe en el presente documento,
comprende una poblacion de linfocitos B T1 en el bazo de aproximadamente 6,83x10° linfocitos.

En diversos aspectos, una rata o un raton (por ejemplo, un ratén) modificado genéticamente como se describe en el
presente documento, comprende una poblacién de linfocitos B T2 en el bazo (por ejemplo, CD93", B220", Ith',
CD23" en el intervalo de aproximadamente 1 x 10° a aproximadamente 7x10° linfocitos, inclusive, por ejemplo, de
aproximadamente 1,0x10°, 1,5x10°, 2,0x10° 2,5x10°, 3,0x10° 3,5x10°, 4,0x10° 4,5x10°, 5,0x10°, 5,5x10°, 6,0x10°,
6,5x10° o 7,0x10° linfocitos; en algunos aspectos, una rata o un ratén (por ejemplo, un ratéon) modificado, descrito en
el presente documento, comprende una poblacion de linfocitos B T2 en el bazo de aproximadamente 1,30x10°
linfocitos; en algunos aspectos, una rata 0 un ratén (por ejemplo, un ratéon) modificado, descrito en el presente
documento, comprende una poblacién de linfocitos B T2 en el bazo de aproximadamente 2,46x10° linfocitos; en
algunos aspectos, una rata o un ratéon (por ejemplo, un ratén) modificado, descrito en el presente documento
comprende una poblacion de linfocitos B T2 en el bazo de aproximadamente 3,24x10°% en algunos aspectos, una
rata o un raton (por ejemplo, un ratén) modificado, descrito en el presente documento, comprende una poblacion de
linfocitos B T2 en el bazo de aproximadamente 6,52x106 linfocitos.
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En diversos aspectos, una rata o un ratén (por ejemplo, un ratén) modificado genéticamente como se describe en el
presente documento, comprende una poblacién de linfocitos B T3 en el bazo (por ejemplo, CD93", B220", IgM'°,
CD23") en el intervalo de aproximadamente 1x10° a aproximadamente 4x10° linfocitos, inclusive, por ejemplo, de
aproximadamente 1,0x10°, 1,5x10°, 2,0x10°, 2,5x10°, 3,0x10°, 3,5x10° o 4,0x10° linfocitos; en algunos aspectos, una
rata o un raton (por ejemplo, un ratén) modificado, descrito en el presente documento, comprende una poblacion de
linfocitos B T3 en el bazo de aproximadamente 1,08x10° linfocitos; en algunos aspectos, una rata o un ratén (por
ejemplo, un ratén) modificado, descrito en el presente documento comprende una poblacion de linfocitos B T3 en el
bazo de aproximadamente 1,35x10° linfocitos; en algunos aspectos, una rata o un ratén (por ejemplo, un ratén)
modificado, descrito en el presente documento, comprende una poblacién de linfocitos B T3 en el bazo de
aproximadamente 3,37x10°% en algunos aspectos, una rata o un ratéon (por ejemplo, un ratén) modificado, descrito en
el presente documento, comprende una poblacion de linfocitos B T1 en el bazo de aproximadamente 3,63x10°
linfocitos.

Los linfocitos B de la zona marginal, son linfocitos B maduros no circulantes que se segregan anatémicamente en la
zona marginal (ZM) del bazo. En los roedores, los linfocitos B de la ZM son sésiles y residen en la pulpa blanca
externa del bazo, entre el seno marginal y la pulpa roja. Esta region contiene mdltiples subtipos de macroéfagos,
células dendriticas y linfocitos B de la ZM; no se forma por completo hasta las 2 a 3 semanas después del
nacimiento en roedores y de 1 a 2 afios en seres humanos. En esta region, los linfocitos B de la ZM expresan
tipicamente altos niveles de slgM, CD21, CD1, CD9 con niveles de bajos a insignificantes de sigD, CD23, CD5 y
CD11 b que ayudan a distinguirlos fenotipicamente de los linfocitos B foliculares (FO) y los linfocitos B B1. Similares
a los linfocitos B B1, los linfocitos B ZM pueden acumularse rapidamente en las respuestas inmunoadaptativas
tempranas de una manera independiente de linfocitos T. Los linfocitos B ZM estan especificamente bien
posicionados como una primera linea de defensa contra antigenos transmitidos por la enfermedades sistémicas en
sangre que entran en la circulacién y que quedan atrapados en el bazo. Se piensa que son especialmente reactivos
contra componentes de la pared celular bacteriana y que son una fuente importante de anticuerpos especificos de
lipidos. Los linfocitos B ZM también presentan un umbral de activacién mas bajo que sus linfocitos B FO homdlogos
con una propensidad ponderada para la diferenciacion celular plasmatica que contribuye adicionalmente a la
respuesta de anticuerpos primaria acelerada.

En diversos aspectos, una rata o un raton (por ejemplo, un ratén) modificado genéticamente como se describe en el
presente documento, que comprende una secuencia de nucleétidos de region variable de cadena pesada de
inmunoglobulina humana reordenada (por ejemplo, Vn3-23/D/Ju4), tiene niveles aumentados de linfocitos B de la
zona marginal con respecto a los ratones o ratas de tipo silvestre (por ejemplo, ratones de tipo silvestre). En algunos
aspectos, los linfocitos B de la zona marginal en una rata o un ratén (por ejemplo, ratén) modificado genéticamente,
comprenden una secuencia de nucleétidos de region variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana
reordenada que estd aumentada en un 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 % o mas, con respecto a los roedores de tipo
silvestre (por ejemplo, ratones de tipo silvestre).

En diversos aspectos, una rata o un raton (por ejemplo, raton) modificado genéticamente como se describe en el
presente documento, comprende un locus de cadena ligera k de inmunoglobulina que comprende dos segmentos
génicos Vk de inmunoglobulina humana no reordenada y 1, 2, 3, 4 0 5 segmentos génicos Jk de inmunoglobulina
humana no reordenada, y en el que el ratdén o la rata (por ejemplo, ratén) comprende una poblacién de linfocitos B
esplénicos periféricos que comprende poblaciones de linfocitos B de la zona marginal y precursores de la zona
marginal, que son aproximadamente iguales a las del ratéon o la rata (por ejemplo, raton) que comprende un
complemento de tipo silvestre de segmentos génicos Vk y Jk de inmunoglobulina. Las poblaciones de linfocitos B de
la zona marginal en el bazo de una rata o un ratén (por ejemplo, ratén) modificado genéticamente como se describe
en el presente documento, se caracterizan por la expresion de IgM, CD21/35, CD23, CD93, B220 y/o una
combinacion de los mismos.

En diversos aspectos, una rata 0 un ratén (por ejemplo, ratén) modificado genéticamente como se describe en el
presente documento, comprende una poblacion de linfocitos B de la zona marginal en el bazo (por ejemglo, CD93,
B220°, Ith', CD21/35", CD23) en el intervalo de aproximadamente 1x10° a aproximadamente 3x10° linfocitos,
inclusive, por ejemplo, aproximadamente 1,0x10°, 1,5x10° 2,0x10°, 2,5x10° o 3,0x10° linfocitos; en algunos
aspectos, una rata o un ratén (por ejemplo, un ratén) modificado, descrito en el presente documento, comprende una
poblacién de linfocitos B de la zona marginal en el bazo de aproximadamente 1,47x10° linfocitos; en algunos
aspectos, una rata o un ratén (por ejemplo, un ratén) modificado, descrito en el presente documento, comprende una
poblacion de linfocitos B de la zona marginal en el bazo de aproximadamente 1,49x10° linfocitos; en algunos
aspectos, una rata o un raton (por ejemplo, un ratén) modificado, descrito en el presente documento, comprende una
poblacion de linfocitos B de la zona marginal en el bazo de aproximadamente 2,26x10° linfocitos; en algunos
aspectos, una rata o un raton (por ejemplo, un ratén) modificado, descrito en el presente documento, comprende una
poblacién de linfocitos B de la zona marginal en el bazo de aproximadamente 2,33x10° linfocitos.

En diversos aspectos, se describe un ratén o una rata (por ejemplo, raton) modificado genéticamente, en el que el
raton o la rata (por ejemplo, ratdn) comprende un locus de cadena ligera k de inmunoglobulina que comprende dos
segmentos génicos Vk de inmunoglobulina humana no reordenada y 1, 2, 3, 4 o 5 segmentos génicos Jk de
inmunoglobulina humana no reordenada y en el que el ratén o la rata (por ejemplo, ratén) comprende una poblacion
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de linfocitos B esplénicos periféricos que comprende una 0 mas poblaciones de linfocitos B foliculares (por ejemplo,
FO-I y FO-II) que son aproximadamente iguales a las de una rata o un ratdon (por ejemplo, un ratén) que comprende
un complemento de tipo silvestre de segmentos génicos Vk y Jk de inmunoglobulina. Las poblaciones de linfocitos B
foliculares ejemplares (por ejemplo, FO-1 y FO-II) en el bazo de una rata o un ratén (por ejemplo, ratén) modificado
genéticamente como se describe en el presente documento, se caracterizan por la expresién de IgM, IgD, CD21/35,
CD93, B220 y/o una combinacién de los mismos.

En diversos aspectos, una rata 0 un ratén (por ejemplo, ratén) modificado genéticamente como se describe en el
presente documento, comprende una poblacion de linfocitos B folicular de tlpo 1 en el bazo (por ejemglo, CD93,
B220", Cod21/35™, IgMIO IgD " en el intervalo de aproxmadamente 3x10° a aproxmadamente 1,5x10 I|nf00|tos
|ncIu3|ve por ejemplo de aproxmadamente 3, OxlO 3, 5x10 4, OxlO 4,5x10°, 5,0x10°, 5,5x10°, 6,0x10° 6,5x10°,
7,0x10°, 7,5x10°, 8,0x10°, 8,5x10°, 9,0x10°, 9,5x10°, l 0x10 0 1,5x10’ I|nfOC|tos en algunos aspectos, una rata o un
raton (por ejemplo raton) modlflcado como se descrlbe en el presente documento, comprende una poblacién de
linfocitos B folicular de tipo 1 en el bazo de aproximadamente 3, 57x10° linfocitos; en algunos aspectos, una rata o un
raton (por ejemplo, ratén) modificado, como se describe en el presente documento, comprende una poblacién de
linfocitos B folicular de tipo 1 en el bazo de aproximadamente 6, 31x10° linfocitos; en algunos aspectos, una rata o un
ratén (por ejemplo, ratén) modificado como se describe en el presente documento, comprende una poblacion de
linfocitos B folicular de tipo 1 en el bazo de aproximadamente 9, 42x10° linfocitos; en algunos aspectos, una rata o un
ratén (por ejemplo, ratén) modificado como se describe en el presente documento, comprende una poblaciéon de
linfocitos B folicular de tipo 1 en el bazo de aproximadamente 1,14x10’ linfocitos.

En diversos aspectos, una rata o un raton (por ejemplo, raton) modificado genéticamente como se describe en el
presente documento, comprende una poblacién de linfocitos B folicular de tlpo 2 en el bazo (por ejemglo, CD93,
B220", CD21/35™, IgM'nt IgD Y en el mtervalo de aproxmadamente 1x10° a aproximadamente 2x10° linfocitos,
|nc|u3|ve por ejemplo, 1, 0x10°, 1,25x10°, 1,5x10°, 1,75x10° 0 2,0x10° linfocitos; en algunos aspectos, una rata o un
ratén (por ejemplo, un ratén) modlflcado descrlto en el presente documento comprende una poblacién de linfocitos B
folicular de tipo 2 en el bazo de aproximadamente 1, 14x10° linfocitos; en algunos aspectos, una rata o un ratén (por
ejemplo, un ratén) modificado descrito en el presente documento, comprende una poblacién de linfocitos B folicular
de tipo 2 en el bazo de aproximadamente 1, 45x10° linfocitos; en algunos aspectos, una rata o un ratén (por ejemplo,
un ratén) modificado descrito en el presente documento, comprende una poblacién de linfocitos B folicular de tipo 2
en el bazo de aproximadamente 1,80x10% en algunos aspectos, una rata o un ratén (por ejemplo, un ratén)
modificado descrito en el presente documento comprende una poblacién de linfocitos B folicular de tipo 2 en el bazo
de aproximadamente 2, 06x10° linfocitos

Las aptitudes de los ratones y ratas modificados genéticamente descritos en el presente documento, para aplicar
presion selectiva a los genes o polinucleétidos que codifican regiones o dominios variables de cadena ligera (por
ejemplo, las CDR3 de cadena ligera), pueden aplicarse a una variedad de secuencias génicas de cadena ligera
variable. En otras palabras, las secuencias génicas de dominio variable de cadena pesada reordenada desveladas
en el presente documento pueden emparejarse con una o mas modificaciones genéticas de un locus de cadena
ligera y/o la insercidn de secuencias de nucleétidos que codifican dominios variables de cadena ligera en un locus
de cadena pesada. Esto puede realizarse, por ejemplo, apareando (es decir, cruzando o entrecruzando animales
con una sola modificacion) los ratones y las ratas descritos en el presente documento (restringido a un dominio
variable de cadena pesada comuin o universal) con ratones y ratas que comprenden modificaciones genéticas en
uno o mas locus codificantes de cadena ligera. Los ratones y ratas modificados genéticamente que comprenden
locus de inmunoglobulina con un dominio variable de cadena pesada reordenada y con una o mas modificaciones de
cadena ligera también pueden generarse por reemplazo génico dirigido de locus miltiples, simultanea o
secuencialmente (por ejemplo, mediante recombinacién secuencial en células madre embrionarias). Ni el tipo ni el
método de modificacion en los locus de cadena ligera limitan los aspectos descritos en el presente documento a
menos que se indique especificamente. En cambio, la presidon selectiva facilitada por los aspectos descritos en el
presente documento, puede aplicarse practicamente a cualquier secuencia polinucleotidica capaz de expresarse y
de funcionar como una secuencia de uniéon a antigeno de cadena ligera, dirigiendo por lo tanto la evoluciéon de
regiones variables de anticuerpos adecuadas.

Por ejemplo, como se describe en el presente documento, los ratones y la ratas modificados genéticamente que
comprenden un locus de inmunoglobulina con una secuencia génica de dominio variable de cadena pesada
reordenada, pueden comprender adicionalmente (por ejemplo, mediante cruzamiento o estrategias mdltiples de
direccionamiento génico) una o mas modificaciones como se describe en los documentos WO 2011/072204, WO
2011/163311, WO 2011/163314, WO 2012/018764, WO 2012/141798, US 2013/0185821, WO 2013/022782, WO
2013/096142, WO 2013/116609. En aspectos particulares, un ratén modificado genéticamente, que comprende una
secuencia de acido nucleico de region variable de cadena pesada reordenada en un locus de cadena ligera (es
decir, una secuencia génica de dominio variable de cadena pesada reordenada unida operativamente a una
secuencia génica de region constante de cadena ligera kK humana o no humana), se cruza con un ratén modificado
genéticamente que comprende un locus de cadena pesada de inmunoglobulina que comprende segmentos génicos
de region variable de cadena ligera humana (por ejemplo, 40 genes Vk humanos y todos los genes Jk humanos
insertados en un locus de cadena pesada de ratdon; véase, por ejemplo, la publicacién previa a la concesion de
patente de Estados Unidos 2012/0096572). En aspectos especificos, un ratdon modificado genéticamente que
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comprende una secuencia de acido nucleico de region variable de cadena pesada reordenada en un locus de
cadena ligera (es decir, una secuencia génica de dominio variable de cadena pesada reordenada, unida
operativamente a una secuencia génica de region constante de cadena ligera kK humana o no humana) se cruza con
un ratén modificado genéticamente que comprende un locus de cadena pesada de inmunoglobulina que comprende
uno o mas (por ejemplo, dos) segmentos génicos de regién variable de cadena ligera humana, pero menos que el
namero de segmentos de tipo silvestre. Los ratones resultantes pueden producir linfocitos B kappa+ con cadenas
pesadas variables procedentes de una secuencia variable de cadena ligera genémica, facilitando de este modo la
identificacion de secuencias VJ kappa que se unen a dianas especificas, que después pueden reformatearse de
nuevo a una cadena ligera y emparejarse con una diversidad de cadenas pesadas para producir anticuerpos bi o tri
especificos.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos se proponen para proporcionar a los expertos habituales en la técnica una completa
divulgacion y descripcion de cémo crear y utilizar los ratones y las ratas que se describen en el presente documento,
y no pretenden limitar el alcance de lo que los inventores consideran como su invencion ni tampoco pretenden
representar que los siguientes experimentos sean todos o los Unicos experimentos realizados. Se han hecho
esfuerzos para garantizar la precision con respecto a los numeros utilizados (por ejemplo, cantidades, temperatura,
etc.), pero puede haber algunos errores y desviaciones experimentales. A menos que se indique de otro modo, las
partes son partes en peso, el peso molecular es peso molecular promedio en peso, la temperatura es en grados
centigrados y la presion es la atmosférica o casi la atmosférica.

Ejemplo 1. Clonacion y analisis de expresién de secuencias de cadena pesada universal candidatas

Estudios previos han demostrado que hVu3-23 es un segmento génico de cadena pesada variable humana
termoestable y es también uno de los segmentos variables mas utilizados habitualmente en el repertorio humano.
Por tanto, los segmentos génicos humanos Vy3-23, D4-4 (fase de lectura 2 0 3) y Ju4 (0 Ju6) se seleccionaron para
disefiar una secuencia variable de cadena pesada reordenada (en lo sucesivo en el presente documento “Cadena
Pesada Universal” o “UHC, Universal Heavy Chain”).

Resumiendo, las siguientes cuatro secuencias de VDJ reordenadas candidatas, se sintetizaron de novo (mediante
IDT) y se clonaron en vectores de expresion de CMV (por ejemplo, pRG1301 o pRG1368): (1) hVu3-23(Dn4-
4 RF2)Ju4 (SEQ ID NO: 148); (2) hVw3-23(Dn4-4_RF2)Jn6 (SEQ ID NO: 146); (3) hVu3-23(Dn4-4_RF3)Jn4 (SEQ
ID NO: 147); (4) hVy3-23(Dn4-4_RF3)Ju6 (SEQ ID NO: 145). Todas estas construcciones se disefiaron de una
manera que los genes UHC sintetizados puede ligarse en los vectores pRG1301 (higGl) o pRG1368 (migG1l)
después de digestion con Xho I/Sap |. Para los andlisis de expresion, los cuatro genes UHC (1-4) en pIDTSMART se
subclonaron en los sitios Xho I/Sap | del vector pRG 1301 (higG1) o pRG1368 (mlgG1l), y cada construcciéon de
expresion se transfectd por separado en células CHO. Después de la transfeccion, las cuatro secuencias de VDJ
candidatas se expresaron a un nivel suficiente y los péptidos expresados pudieron emparejarse con diferentes
cadenas ligeras K y A.

Para evitar posibles anticuerpos autorreactivos que pudiesen conducir a un empobrecimiento de linfocitos B en los
ratones modificados genéticamente, la base de datos de anticuerpos ASAP de Regeneron Pharmaceuticals, que se
generé de los anticuerpos producidos por ratones humanizados VELOCIMMUNE®, se investigé para anticuerpos
gue contenian una secuencia de aminoacidos que es similar a hVy3-23 (D4-4) Ju4 (Fig. 5). Mas especificamente,
los criterios que se utilizaron para identificar anticuerpos no reactivos incluian la secuencia de aminoacidos de
DYSNY (SEQ ID NO: 144) o secuencias similares a DYSNY (SEQ ID NO: 144). Sin embargo, estudios de expresion
en células CHO, revelaron que las secuencias UHC que contenian DYSNY (SEQ ID NO: 144) no se expresaban
bien en células de mamifero. Por lo tanto, otra secuencia que carecia de D pero que tenia la secuencia YSNY (es
decir, el anticuerpo H1H2002B; AKGYYFDY (SEQ ID NO: 143); en la que AK es de 3-23; GY es de una adicién de D
o N o de adiciones Ny P; e YFDY es Ju4) se seleccion6 en su lugar y su expresién se ensay6 en células CHO. La
secuencia UHC modificada se expresé a un nivel suficiente en células CHO. Estos resultados sugieren que, para la
correcta expresion de la secuencia VDJ reordenada en células de mamifero, entre la secuencia codificada por un
segmento génico V de cadena pesada y la secuencia codificada por un segmento génico J de cadena pesada se
requieren algunos restos de aminoacido (es decir, un espaciador).

Ademas, los niveles de expresion del péptido AKGYYFDY, procedente de la secuencia VDJ reordenada (Vu3-
23/GY/In4; HIH2002B) en células CHO, se compararon con los del péptido procedente de Vu3-23/Dn4-4 (fase de
lectura 2)/Ju4 (SEQ ID NO: 148), con respecto a la expresién con cinco cadenas Kk humanas, tres cadenas A
humanas y otras secuencias VDJ reordenadas (es decir, V43-20 y Vu1-39). La secuencia VDJ reordenada
seleccionada (V13-23/GY/Ju4) mostro niveles de expresion equivalentes a los de los controles.

Basandose en estos datos, para la creacién de un ratén modificado genéticamente, la secuencia Vy3-23/GY/Jny4
(SEQ ID NO: 137; HIH2002B) se seleccion6 como una secuencia de dominio variable de cadena pesada
reordenada. En las Figs. 1-9 se ilustran estrategias de direccionamiento detalladas para la generacion de un ratén
que contiene un locus de inmunoglobulina modificado genéticamente que codifica un dominio variable de cadena

66



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2678221 T3

pesada reordenada (es decir, un ratén que comprende un locus de inmunoglobulina que comprende una region
variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada) y se describen mas adelante.

Ejemplo 2. Construccién de locus de cadena pesada de inmunoglobulina que contienen una secuencia VDJ
reordenada

La construccién de locus de cadena pesada de inmunoglobulina que contienen una secuencia VDJ humana
reordenada se realiz6 mediante series de reacciones de recombinacion homoéloga en células bacterianas (BHR)
utilizando ADN de Cromosoma Artificial Bacteriano (BAC, Bacterial Artificial Chromosome). Para la creacion de un
ratdn modificado genéticamente que expresase el dominio variable de cadena pesada reordenada, se generaron
diversas construcciones diana utilizando tecnologia de ingenieria genética VELOCIGENE® (véase, por ejemplo, la
Patente de Estados Unidos n.° 6.586.251 y Valenzuela, D. M et al (2003), High-throughput engineering of the mouse
genome coupled with high-resolution expression analysis, Nature Biotechnology 21 (6): 652-659).

En resumen, para introducir una secuencia de nucleétidos de region variable de cadena pesada de inmunoglobulina
humana reordenada (es decir, hV43-23(D)Ju4; SEQ ID NO: 136) en un ratén modificado genéticamente en el que
todos o sustancialmente todos los segmentos génicos V, D, J de cadena pesada de inmunoglobulina funcional
enddgena se habian delecionado, se disefiaron vectores diana. Ademas, los vectores diana incluian una regién
gendmica que comprendia los genes Adam6a y Adam6b para evitar problemas de fertilidad asociados con la
delecion de la region gendmica que comprende los genes Adam6a/6b en los ratones (véase, por ejemplo, el
documento US 2012-03221 08A1).

Inicialmente, se construyd un donante BHR para la modificacion de un clon BAC de raton que comprendia una
secuencia lider (que conduce la cadena pesada a través del reticulo endoplasmatico), una secuencia de nucleétidos
de region variable de cadena pesada reordenada (Vu3-23(Dn)Jn4; SEQ ID NO : 136) y un intrén de hdu4 (SEQ ID
NO: 140) que estan unidos operativamente a un promotor Vy3-23 de 2239 pb (SEQ ID NO: 139). Adicionalmente, el
locus gendmico se flanque6é en 5’ y 3' mediante cajas de homologia de IgH de raton para la recombinacion
homologa con el clon MAAC1115 BAC (Fig. 1)

Ademas, para crear una construccion diana que contuviese una secuencia de nucleétidos de region variable de
cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada, se realizaron las cinco modificaciones siguientes.

En primer lugar, se introdujo un casete de seleccidon de espectinomicina cadena arriba del promotor Vy3-23 (entre
los sitios I-Ceul y Spel) para generar pJSh0038 (minilocus UHC, SEQ ID NO: 142) (Fig. 1, Ligamiento 1. I-Ceul/Spel
(Amp + Espec)). El minilocus UHC contiene: (1) un casete de espectinomicina (Espec) con sitios I-Ceul/Ascl para el
ligamiento; (2) un promotor hVy3-23 de 2239 pb (SEQ ID NO: 139); (3) una secuencia de nucleotidos hVy3-
23(D)Jn4 reordenada (SEQ ID NO: 136); (4) un intron hdu4 (SEQ ID NO: 140); y (5) cajas de homologia de ratén
para BHR (MAID 1115).

En segundo lugar, un casete de seleccién de higromicina (EM7-HIG) se dirigié al extremo 5’ de la region gendémica
del clon MAID 1115 BAC, que contiene un casete de neomicina flanqueado por sitios loxP (Pgk-Neo) cadena arriba
de la region gendmica IgM. La insercion del casete de higromicina delecioné el sitio loxO localizado en el extremo 5’
del clon MAID 1115. Mediante seleccidon con higromicina/kanamicina, se seleccionaron células bacterianas que
contenian el clon BAC modificado genéticamente (V1432) (Fig. 2, 2. BHR (Hig+Kan)).

En tercer lugar, el mini locus UHC que se construy6 en la Etapa 1, se direccioné cadena arriba del locus de IgM del
clon V1432 BAC. La introduccién del minilocus UHC reemplazé el casete de seleccién de neomicina floxeado con un
nuevo casete de espectinomicina (V1443). Las células bacterianas que contenian los clones BAC modificados
genéticamente (VI443) se seleccionaron mediante seleccidon con espectinomicina e higromicina (Fig. 2; 3. BHR
(Spec + Hig)).

En cuarto lugar, el clon VI421 BAC, que comprendia, de 5’ a 3, (1) un gen Adam6a (presente en una direccién 3’ a
5); (2) un casete de neomicina (presente en una direccién 3’ a 5’) flanqueado por sitios FRT; (3) un gen Adaméb
(presente en una direccion 3' a 5'); (4) la Regién 1 de Control Intergénica (IGCR1; es decir, una region reguladora
clave de recombinacion V(D)J); y (5) un casete de espectinomicina (presente en una direccion 5’ a 3), se direccion6
con la construccion pDBa0049, que contenia un casete de cloranfenicol (Cm); un sitio de restriccion Ascl cadena
arriba del gen de cloranfenicol y brazos de homologia 5’ y 3'. El direccionamiento de la construccion pDBa0049
elimind la IGCR1 y el casete de espectinomicina del clon VI421, y en el gen Adam6b cadena abajo se introdujo un
nuevo sitio de restriccion Ascl y un casete de cloranfenicol. Las células bacterianas que contenian el clon
direccionado satisfactoriamente (VI444) se seleccionaron mediante seleccion con cloranfenicol y kanamicina (Fig. 3;
4. BHR (Cm+Kan)).

En quinto lugar, la regién genémica del clon VI444 BAC que contenia los genes Adamé6a y/o 6b se introdujo cadena
arriba en el locus genémico de la cadena pesada universal en el clon VI443 BAC entre los sitios I-Ceul y Ascl
mediante digestion con enzimas de restriccién y ligamiento (Fig. 3). Esta modificacion introduce los genes Adamé6a
y/lo 6b en el clon y reemplaza el casete de espectinomicina con un casete de neomicina, dando lugar a una
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construccién diana final (MAID6031; V1445). Las células bacterianas (BHR) que contenian la construccion diana final
(MAID 6031; VI445) se seleccionaron basandose en seleccién con higromicina y kanamicina (Fig. 3, ligamiento 5. I-
Ceul/Ascl (Hig+Kan)).

La construccion diana final (MAID6031), para la creacion de un locus genémico que contiene una secuencia de
dominio variable de cadena pesada humana reordenada, contiene, de 5’ a 3', (1) un brazo de homologia en 5’ que
contiene aproximadamente 20000 pb de una secuencia genémica de ratdn, cadena arriba del locus de la cadena
pesada de Ig enddgena; (2) un gen Adam6a; (3) un sitio FRT en 5’; (4) un casete de neomicina; (5) un sitio FRT en
3', (6) un gen Adameéb; (7) el promotor hV3-23 de 2239 pb (SEQ ID NO: 139); (8) una secuencia de nucleétidos de
cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada (hVu3-23(D)Ju4; SEQ ID NO: 136); (9) un intrén hdu4
(SEQ ID NO: 140); y (10) un brazo de homologia en 3' que contiene aproximadamente 7400 pb de una secuencia
gendmica de ratén cadena abajo de los segmentos génicos Jy del raton.

La construccion diana final, ADN MAID6031 BAC, se linealizd y se sometio a electroporacion en células ES aisladas
del ratén heterocigoto 1661 (Fig. 4), que contenia locus genémicos VDJ de cadena pesada de Ig de tipo silvestre y
un locus gendmicos VDJ mutados en el que todos los genes Vy, D, Jy se habian delecionado. Las células ES de
ratdn direccionadas satisfactoriamente se exploraron utilizando las sondas y los cebadores expuestos en las
Figuras 6-8. Las células ES de raton direccionadas satisfactoriamente se introdujeron en embriones de raton
hospedador utilizando tecnologia VELOCIMOUSE® para producir un raton FO heterocigoto modificado
genéticamente. Para generar ratones (MAID 6032 het) sin el casete de seleccion (es decir, FRT-Ub-Neo-FRT), las
células ES direccionadas satisfactoriamente se sometieron a electroporacién con un plasmido que expresa Flp
recombinasa antes de su introducciéon en los embriones de ratdon hospedador. Como alternativa, ratones macho
heterocigotos MAID6031 que llevaban el casete de seleccion se cruzaron con ratones hembra que expresaban Flp
recombinasa para eliminar el casete. Los ratones heterocigotos portadores de la modificaciéon se cruzaron entre si
para generar homocigotos (MAID 6032 HO) que tienen la capacidad de crear cadenas pesadas de inmunoglobulina
solo a partir del locus modificado genéticamente.

Ejemplo 3. Caracterizacion de ratones modificados genéticamente que expresan un dominio variable de
cadena pesada reordenada

Todos los ratones se instalaron en jaulas y se reprodujeron en Regeneron Pharmaceuticals, en condiciones
especificas libres de patdgenos. Se sacrificaron tres ratones de control de la misma camada de tipo silvestre (TS)
(16 semanas de vida, machos, n = 2; Fondo: 75 % C57/BL6 y 25 % 129) y de dos a cuatro ratones MAID 6032 FO
HET (Fig. 9; 9 semanas de vida, machos, n = 2; Fondo: 50 % C57/BL6 y 50 % 129) y se extrajo la sangre, los bazos
y la médula 6sea de los animales. Adicionalmente, se sacrificaron cuatro ratones de control de la misma camada de
tipo silvestre (TS) (10 semanas de vida; 2 machos y 2 hembras) y cuatro ratones MAID 6032 F2 homocigotos (“HO”)
(10 semanas de vida, 3 machos; 1 hembra) y se extrajo la sangre, los bazos y la médula 6sea de los animales. La
sangre se recogié en tubos BD microtainer con EDTA (Cat n.° 365973). La médula 6sea se extrajo de los fémures
lavando abundantemente con medio RPMI completo (medio RPMI complementado con suero bovino fetal, piruvato
sédico, Hepes, 2-mercaptoetanol, aminoacidos no esenciales y gentamicina). Las preparaciones de eritrocitos de
sangre periférica, bazo y médula 6sea se lisaron con tampén de lisis ACK y se lavaron con medio RPMI completo.

Citometria de flujo

Para examinar la capacidad de los ratones FO heterocigotos modificados genéticamente (MAID 6032 HET) descritos
en el presente documento para producir anticuerpos procedentes del alelo modificado genéticamente (es decir, del
alelo que contiene una sola copia del V-3-23/D/Jn4 reordenado), se realizd un analisis de separacion de células
activadas por fluorescencia (FACS) utilizando células sanguineas, de bazo, y de médula 6sea aislada de un ratén de
tipo silvestre o heterocigoto 6032.

En resumen, durante 10 minutos 1x10° células se incubaron en hielo con anticuerpos anti-CD16/CD32 de raton
(2.4G2, BD), seguido de marcaje con el siguiente coctel de anticuerpos durante 30 minutos en hielo: anti IgM? de
raton marcado con FITC (DS-1, BD Biosciences), anti CD3 conjugado con Pacific blue (17A2, BioLegend), anti CD19
marcado con APC-H7 (1 D3, BD Biosciences) y anti IgMb marcado con PE (AF6-78, BioLegend). Las células tefidas
se lavaron y se fijaron en formaldehido al 2 %. La adquisicion de los datos se realizd en el citometro de flujo
LSRFortessa de BD y se analizaron con FlowJo. Las células de médula ésea, bazo y sanguineas aisladas de un
ratén de tipo silvestre o heterocigoto FO 6032 se seleccionaron en singletes y se separaron basandose en la
expresion de CD19 (un marcador de linfocitos B) o la expresion de CD3 (un marcador de linfocitos T). Ademas, los
linfocitos B seleccionados CD19+- se separaron basandose en la presencia de anticuerpos de IgMb (anticuerpos de
IgM producidos a partir de un alelo de tipo silvestre (alelo B6)) o anticuerpos de IgM? (anticuerpos producidos a partir
de un alelo modificado genéticamente (alelo 129) que comprende una secuencia de nucleotidos de region variable
de cadena pesada reordenada (hVy3-23(D)Jw4;). El andlisis FACS (Fig. 11-12) sugiri6 que los ratones
heterocigotos, con respecto al alelo direccionado (es decir que contenia una copia de la secuencia variable de
cadena pesada reordenada; MAID 6032 het), podian producir anticuerpos de IgM principalmente procedentes del
alelo 129 (IgM®* modificado genéticamente.
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Para examinar la capacidad de los ratones F2 homocigotos modificados genéticamente (MAID 6032 HO) descritos
en el presente documento para producir anticuerpos procedentes del alelo modificado genéticamente (es decir, del
alelo que contiene una sola copia de la V13-23/D/Jn4 reordenada), se realizd el analisis de separacion de células
activadas por fluorescencia (FACS) como se ha descrito anteriormente, utilizando células de bazo y médula ésea
aisladas de un raton de tipo silvestre u homocigoto 6032.

Unicamente los linfocitos B maduros pueden entrar en los foliculos linfoides del bazo y ganglios linfaticos y por tanto
participar de un modo eficaz en la respuesta inmunitaria. Los linfocitos B maduros, de vida larga, proceden de
precursores de vida corta generados en la médula ésea. La seleccidn en el grupo de maduros es un proceso activo y
tiene lugar en el bazo. Se han identificado dos poblaciones de linfocitos B esplénicos como precursores de linfocitos
B maduros. Los linfocitos B transicionales de tipo 1 (T1) son inmigrantes recientes de la médula 6sea. Estos se
desarrollan en los linfocitos B transicionales de tipo 2 (T2), que son ciclicos y se encuentran exclusivamente en los
foliculos primarios del bazo. Los linfocitos B maduros pueden generarse a partir de linfocitos B T1 o T2. Loder, F. et
al., J. Exp. Med., 190(1): 75-89, 1999.

El analisis FACS (Figs. 13A y 13B) sugiri6 que los ratones homocigotos, con respecto al alelo direccionado (es
decir, que contiene dos copias de la secuencia variable de cadena pesada reordenada: MAID 6032 HO) pudieron
producir poblaciones de linfocitos B inmaduros y maduros esplénicos normales, aunque con una ligera disminucion
en las secuencias lambda con respecto al tipo silvestre (Figs, 13C y 13D). Ademas en el bazo, los ratones MAID
6032HO demostraron una ligera disminucién en los linfocitos B de la poblacién T1 y un aumento en los linfocitos B
de la zona marginal (Fig. 13E).

En la médula 6sea, los ratones MAID6032 HO produjeron poblaciones de linfocitos B casi normales (Figs. 14A-14E)
con un uso de secuencias lambda que era la mitad del de tipo silvestre (Fig. 14F).

Estudios de inmunizacion

Cinco ratones TS (fondo 75 % C57BL6/25 % 129) y de tres a cuatro ratones MAID 6032 HET se inmunizaron en la
almohadilla plantar con 0,025 ml de una mezcla que contenia 2,35 pug de un antigeno X, 10 pyg de oligonucleétido
CpG (ODN) 1826, InvivoGen, cat n.° tIrl-1826) y 25 yg de adyuvante de gel fosfato de aluminio (Brenntag cat n.°
7784-30-7). Los ratones recibieron un refuerzo seis veces con la misma dosificacion. Los dias 15 y 24 posteriores a
la primera inmunizacion, se extrajo sangre de ratones anestesiados utilizando un sangrado retroorbital en tubos
separadores con suero BD (BD, cat. n.° 365956), y el suero se recogio siguiendo las instrucciones del fabricante.

Para medir los niveles de los anticuerpos de IgG especificos de antigeno y explorar con contraste la etiqueta mmh
(myc-myc-his), se revistieron placas de ELISA (Nunc) con 1 pg/ml de un antigeno X incubado durante una noche a 4
grados C. El exceso de antigeno se eliminé con lavado antes de bloquear con PBS+BSA al 1 % durante 1 hora a TA.
Se aplicaron diluciones en serie de suero y las placas se incubaron durante 1 hora a TA antes del lavado. Las placas
se incubaron con anticuerpo anti IgG (cat. n.° 1030-05, Southern Biotech) conjugado con peroxidasa de rabano
picante (HRP, horseradihs peroxidase) durante 1 hora a TA. Después del lavado, las placas se revelaron con
sustrato TMB (cat n.° 555214, BD). Las reacciones se detuvieron con acido sulfdrico 1 Ny la D.O. se ley6é a 450 nm,
utilizando un Lector Victor X5 de Perkin Elmer. Los datos se analizaron con el programa GraphPad Prism para
calcular la dilucién de suero que se encontraba dos veces por encima del fondo. Todos los experimentos con los
animales fueron aprobados por la IACUC y por Regeneron Pharmaceuticals.

Como se muestra en la Fig. 15, los ratones FO y F1 modificados genéticamente (MAID 6032 het), que son
heterocigotos con respecto al alelo diana (es decir, que contienen una copia de la secuencia de nucleétidos Vy3-
23/D/Jn4 reordenada), pudieron producir anticuerpos anti IgG especificos a niveles comparables a los producidos
por los ratones de tipo silvestre los Dias 15 y 24 posteriores a la primera inmunizacion.

Ejemplo 3. Generacion y analisis de ratones que comprenden dos segmentos V de cadena ligera humana

Ejemplo 3.1: construccion del vector diana para la generacion de ratones que comprenden dos segmentos V de
cadena ligera humana

Se construyeron (Fig. 20) dos locus de cadena ligera modificada por ingenieria genética, que contenian dos
segmentos génicos Vk humanos (por ejemplo, un segmento génico Vk1-39 humano y otro Vk3-20 humano; es decir,
una doble cadena ligera (“DLC")). Un locus de cadena ligera modificado por ingenieria genética contenia dos
segmentos génicos Vk humanos y cinco segmentos génicos Jk humanos en una configuraciéon no reordenada (DLC-
5J). El segundo locus de cadena ligera modificado por ingenieria genética contenia dos segmentos génicos VK
humanos y un segmento génico Jk humano en configuracion no reordenada (DLC-1J). Para cada uno de los dos
locus de cadena ligera adicional modificados por ingenieria genética, los segmentos génicos humanos se
flanquearon en 3’ con secuencias sefal de recombinacién para permitir la reordenacion in vivo de los segmentos
génicos humanos en linfocitos B.
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Modificacién por ingenieria genética y Generacion de Ratones DLC-1J. En la Fig. 21 se representan las etapas de
modificacién por ingenieria genética que dieron como resultado la generacién de un locus de cadena ligera que
comprendia dos segmentos génicos Vk humanos (Vk1-39 y Vk3-20) y un segmento génico Jk humano (Jk5),
denominado de otra manera DLC-1J. Especificamente, las secuencias Vk1-39 y Vk3-20 humanas se amplificaron
por PCR a partir de moldes BAC (Invitrogen), y conjuntamente con una secuencia amplificada que contenia una
secuencia sefial recombinante (rss, siglas de recombination signal sequence) y un segmento Jk5 humano, se
clonaron mediante un ligamiento de cuatro vias en un plasmido que contenia un casete de seleccién de UB-
higromicina (Fig. 21A). Los brazos 5’ y 3’ se conectaron como se representa en las Figs. 21B y 21C.

La construccion diana resultante se representa en la FIG. 21C (diagrama inferior; DLC-1 J), con secuencias sefial de
recombinacion (RSS) en 6valos blancos. El clon de ADN BAC modificado del locus de cadena ligera DLC-1J
modificado por ingenieria genética unido operativamente a secuencias de ratdn (es decir, secuencias cadena arriba
y cadena abajo del locus de cadena ligera k de inmunoglobulina endégena) se confirmé por PCR, utilizando
cebadores localizados en las secuencias dentro del locus de cadena ligera modificado por ingenieria genética, que
contenia los dos segmentos génicos Vk humanos, seguido de electroporacion en células ES que comprendian la
delecion del locus variable Igk de ratén (que comprende los segmentos génicos de union y variable k) (Fig. 21D)
para crear un ratdn que exprese cualquiera de los dos segmentos génicos Vk humanos. Los clones positivos de
células ES que contenian el locus de cadena ligera DLC-1J modificado por ingenieria genética, se confirmaron
mediante exploracion Tagman™ vy cariotipado utilizando sondas especificas para el locus de cadena ligera DLC-1J
modificado por ingenieria genética. En la siguiente Tabla 8 se representan las secuencias de los cebadores y
sondas utilizados para la exploracion de células ES de células ES con DLC-1J y se incluyen en el Listado de
Secuencias.

Tabla 8: cebadores y sondas utilizados para la exploracion de células ES

Nombre de|Ensayo/tipo |Localizacion |Secuencia de la Sonda |Cebador Directo [Cebador Inverso
la Sonda [de sonda detectada
1z o | ATCAGCAGAA | GGGCAAG | TGCAAACTGG
ACCAGGGAAA TCAGAGC ATGCAGCATA
GCCCCT (SEQ ATTAGCA G (SEQID
ID NO:44) (SEQ D NO:46)
NO:45
1635h2 ggg(ﬂ |20 AAAGAGCCAC TCCAGGC AAGTAGCTGC
CCTCTCCTGC ACCCTGTC TGCTAACACT
AGGG (SEQ ID TTTG CTGACT (SEQ
NO:65) (SEQID ID NO:67)
NO:66)
Neo GOA neo TGGGCACAAC | GGTGGAG GAACACGGC
AGACAATCGG AGGCTATT GGCATCAG
(SEQ ID NO:38) (SEQID NO:40)
NO:39)
Jxn 1-39/3-|GOA/BHQL  11-39/3-20 | TCTTTTGCCCC |GGGAGGC | GTCCAGTCAC
20 union BamHI
GGATCCGATC TCCTCTGA TCGGTTGCTA
AG (SEQID ACTCTAAG T (SEQID
NO:84; (SEQID NO:86)
sitio de restricciébn en NO:85)
negrita) ’

Después, se utilizaron clones confirmados de células ES para implantar en ratones hembra para producir una
camada de crias que comprendian un locus de cadena ligera DLC-1J y que expresaban un dominio variable de
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cadena ligera humana fusionado a un dominio Ck de ratén. Las secuencias de las sondas y cebadores utilizados
para el genotipado de las crias se indican en la Tabla 8 anterior. La secuencia completa del locus DLC-1J
modificado por ingenieria genética, incluyendo 100 nucleétidos de la secuencia de ratén cadena arriba y cadena
abajo de la secuencia insertada modificada por ingenieria genética, se presenta en las Figs. 22A-22D y se expone
en la SEQ ID NO: 82.

Las células ES portadoras del locus de cadena ligera modificado por ingenieria genética pueden transfectarse con
una construccién que expresa FLP para eliminar el casete de neomicina flanqueado con FRT introducido mediante
la construccién diana (véase la Fig. 21E). Opcionalmente, el casete de neomicina se elimina cruzando a los ratones
que expresan FLP recombinasa FLP (por ejemplo, documento US 6.774.279). Opcionalmente, el casete de
neomicina se conserva en los ratones.

Modificacién por ingenieria genética y generacion de ratones DLC-5J. Para generar un locus de cadena ligera que
comprenda dos segmentos génicos Vk humanos (Vk1-39 y Vk3-20) y cinco segmentos génicos Jk humanos (Jk1,
JK2, Jk3, Jk4 y Jk5), denominado de otra manera DLC-5J, una secuencia amplificada de 2000 pares de bases que
comprendia los 5 segmentos génicos Jk humanos, se ligd en un vector que comprendia dos segmentos génicos VK
humanos y un segmento génico Jk humano, representado en la Fig. 21B (central) (véase la Fig. 23A). Las etapas
de modificacién genética posteriores implican la conexion de brazos 3’y 5’ como se representa en la Fig. 23B.

La construccién diana resultante se representa en la Fig. 23B (diagrama inferior; DLC-5J), con secuencias sefial de
recombinacion (RSS) en 6valos blancos. El clon de ADN BAC modificado del locus de cadena ligera DLC-5J
modificado por ingenieria genética unido operativamente a secuencias de ratdn (es decir, secuencias cadena arriba
y cadena abajo del locus de cadena ligera k de inmunoglobulina endégena) se confirmé por PCR utilizando los
cebadores localizados en las secuencias dentro del locus de cadena ligera modificado por ingenieria genética que
contenia los dos segmentos génicos Vk humanos, seguido de electroporacion en células ES que comprende la
delecion del locus variable de Igk de raton (que comprende los segmentos génicos de union y variable k) (Fig. 23C)
para crear un ratdn que exprese cualquiera de los dos segmentos génicos Vk humanos. Los clones positivos de
células ES que contenian el locus de cadena ligera DLC-5J modificado por ingenieria genética se confirmaron
mediante exploraciéon Tagman™ y cariotipado utilizando sondas especificas para el locus de cadena ligera DLC-5J
modificado por ingenieria genética. Las secuencias de cebadores y sondas utilizados para la exploraciéon de células
ES de células ES de células ES con DLC-5J se representan en la Tabla 9 a continuacién y se incluyen en el Listado
de Secuencias.
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Después, se utilizaron clones confirmados de células ES para implantar en ratones hembra para producir una
camada de crias que comprendian un locus de cadena ligera DLC-5J y que expresaban un dominio variable de
cadena ligera humana fusionado a un dominio Ck de raton. Las secuencias de las sondas y cebadores utilizados
para el genotipado de las crias se indican en la Tabla 9 anterior. La secuencia completa del locus DLC-5J
modificado por ingenieria genética, incluyendo 100 nucleétidos de la secuencia de ratén cadena arriba y cadena
abajo de la secuencia insertada modificada por ingenieria genética, se presenta en las Figs. 24A-24D y se expone
en la SEQ ID NO: 83.

Las células ES portadoras del locus de cadena ligera modificado por ingenieria genética pueden transfectarse con
una construccién que expresa FLP para eliminar el casete de neomicina flanqueado con FRT introducido mediante
la construccion diana (véase la Fig. 23D). Opcionalmente, el casete de neomicina se elimina cruzando a los ratones
que expresan FLP recombinasa FLP (por ejemplo, documento US 6.774.279). Opcionalmente, el casete de
neomicina se conserva en los ratones.

Ejemplo 3.2: caracterizacion de ratones que comprenden dos segmentos V humanos

Citometria de Flujo. Las poblaciones de linfocitos B y el desarrollo de linfocitos B en ratones con DLC se validaron
mediante analisis de citometria de flujo de preparaciones de esplenocitos y médula ésea. Se realizaron
suspensiones celulares de ratones homocigotos para dos segmentos génicos VK humanos y cinco segmentos
génicos Jk humanos (n=4), de ratones homocigotos para dos segmentos génicos Vk humanos y un segmento génico
Jk humano (n=4), y de ratones de tipo silvestre (n=4) utilizando métodos estandar y se tifieron con anticuerpos
marcados con fluorescencia.

En resumen, durante 10 minutos, 1x10° células se incubaron en hielo con anti CD16/CD32 de ratén (clon 2.4G2, BD
Pharmigen), seguido de marcaje con el siguiente céctel de anticuerpos durante 30 minutos en hielo: anti CD19 de
ratén conjugado con APC-H7 (clon 1 D3, BD Pharmigen), anti CD3 de ratén conjugado con Pacific Blue (clon 17A2,
BioLegend), anti Igk de ratén conjugado con FITC (clon 187.1, BD Pharmigen) o anti CD43 de raton (clon 1 B11,
BioLegend), anti IgA de ratdon conjugado con PE (clon RML-42, BioLegend) o anti c-kit de ratén (clon 2BS8,
BioLegend), anti IgD de ratén conjugado con PerCP-Cy5.5 (BioLegend), anti IgM de raton conjugado con PE-Cy7
(clon 11/41, eBioscience), anti B220 de ratén conjugado con APC (clon RA3-6B2, eBioscience). Después de la
tincion, las células se lavaron y se fijaron en formaldehido al 2 %. La adquisicion de los datos se realizd en un
citometro de flujo LSRII y se analizaron con FlowJo (Tree Star, Inc.). Seleccion: linfocitos B totales (CD19+CD3-),
linfocitos B Igk+ (Igk+Igx-CD19+CD3-), linfocitos B Iga+ (Igk-Igx+CD19+CD3-). Los resultados del compartimento de
médula ésea se muestran en las Figs. 25A-27B. Los resultados del compartimento esplénico se muestran en las
Figs. 28A-Fig. 31.

Como se muestra en este ejemplo, los ratones con DLC-5J demuestran poblaciones de linfocitos B normales en los
compartimentos esplénico y de médula 6sea (Figs. 25A-31). Los ratones con DLC-5J demuestran poblaciones de
linfocitos B inmaduros, maduros y pre/pro, en el compartimento de médula 6ésea que son sustancialmente iguales a
las observadas en camadas de tipo silvestre. De hecho, el locus DLC-5J fue capaz de competir con el locus de
cadena ligera lambda end6geno para dar una proporcion kappa:lambda que es sustancialmente igual a la observada
en los ratones de tipo silvestre (Fig. 27B). Ademas, los ratones DLC-5J demuestran un desarrollo normal de
linfocitos B periféricos a medida que los linfocitos B progresan a través de diversos estadios en el compartimento
esplénico (por ejemplo, inmaduros, maduros, T1, T2 T3, precursores de zona marginal, zona marginal, folicular-I,
folicular- 1l, etc.) de una manera sustancialmente igual a la observada en los ratones de tipo silvestre (Figs. 30A-31).
En cambio, los ratones DLC-1J demostraron un numero global inferior de linfocitos B y un uso de cadena ligera
lambda aumentado en comparacién con el de la cadena ligera kappa modificada por ingenieria genética (datos no
mostrados).

Expresion de Doble de Cadena Ligera. La expresion de ambos segmentos génicos Vk humanos se analizé en
ratones homocigotos utilizando un ensayo de PCR cuantitativa. En resumen, linfocitos B CD19+ se purificaron de
médula 6sea y de bazos intactos de ratones de tipo silvestre, de ratones homocigotos para un reemplazo de la
cadena pesada de ratén y locus variable de cadena ligera k con locus de region variable de cadena ligera k y cadena
pesada humana correspondientes (Hk), asi como de ratones homocigotos para un locus de cadena ligera k
modificada por ingenieria genética que contiene dos segmentos génicos Vk humanos y cinco segmentos génicos Jk
humanos (DLC-5J) o un segmento génico Jk humano (DLC-1 J). La expresion relativa se normalizd a la expresion
de la regién Ck de ratén (n=3 a 5 ratones por grupo). En las Figs. 32 y 33 se muestran los resultados.

La expresion de las cadenas ligeras que contienen un segmento génico Vk3-20 humano o Vk1-39 humano
reordenado se detectaron tanto en la médula ésea como en el bazo de ratones con DLC-5J y DLC-1J (Figs. 32 y
33). En el compartimiento de médula 6sea, la expresion de las cadenas ligeras procedentes tanto de Vk3-20
humana como Vk1-39 humana en ambas cepas de ratones con DLC, era significativamente superior en
comparacion con la de los ratones que comprendian un reemplazo del segmento génico Vk y Jk de raton con los
segmentos génicos VK y Jk humanos correspondientes (Hk, Fig. 32). Se observd que expresion de la cadena ligera
procedente de Vk3-20 humana era de aproximadamente seis veces (DLC-5J) a quince veces (DLC-1J) mayor que
en ratones con Hk. En el compartimento de la médula ésea, los ratones con DLC-1J demostraron una expresiéon
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aproximadamente dos veces mayor de cadenas ligeras procedentes de la Vk3-20 humana sobre los ratones con
DLC-5J. Se observé que la expresién de la cadena ligera procedente de la Vk1-39 humana era de aproximadamente
seis veces (DLC-5J) a trece veces (DLC-1J) mayor que la de los ratones con Hk. En el compartimento de la médula
Osea, los ratones con DLC-1J demostraron una expresion de aproximadamente dos veces mayor de las cadenas
ligeras procedentes de Vk1-39 humana sobre la de los ratones con DLC-5J.

En el compartimiento esplénico, la expresion de las cadenas ligeras procedentes de Vk3-20 humana y Vk1-39
humana en ambas cepas de ratones con DLC, fue significativamente mayor en comparacion con la de ratones con
Hk (Fig. 33). Se observd que la expresion de la cadena ligera procedente de Vk3-20 humana era aproximadamente
cuatro veces (DLC-5J) y ocho veces (DLC-1J) mayor que la de ratones con Hk. En el compartimento esplénico, los
ratones con DLC-1J demostraron una expresion de aproximadamente dos veces mayor de cadenas ligeras
procedentes de Vk3-20 humana sobre la de los ratones con DLC-5J. Se observé una expresion de cadena ligera
procedente de Vk1-39 humana de aproximadamente cuatro veces (DLC-5J) a cinco veces (DLC-1J) mayor que en
ratones con Hk. En el compartimento esplénico, los ratones con DLC-1J demostraron una expresion similar de
cadenas ligeras procedentes de Vk1-39 humana en comparacion con los ratones con DLC-5J.

Uso de los segmentos Vk/Jk Humano en Ratones con DLC-5J. Ratones homocigotos para dos segmentos génicos
VK humanos no reordenados y cinco segmentos génicos Jk humanos no reordenados (DLC-5J) se analizaron con
respecto al uso de segmentos génicos Vk/Jk humanos en linfocitos B esplénicos mediante reaccion en cadena de la
polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR).

En resumen, se extrajeron los bazos de ratones homocigotos DLC-5J (n=3) y de tipo silvestre (n=2) y para crear
suspensiones unicelulares se mezclaron en 10 ml de RPMI 1640 (Sigma) que contenia suero bovino fetal
termoinactivado al 10 % utilizando portaobjetos de vidrio esmerilados. Los esplenocitos se sedimentaron con una
centrifuga (1200 rpm durante cinco minutos), y los eritrocitos se lisaron en 5 ml de tampdén de lisis ACK (GIBCO)
durante tres minutos. Los esplenocitos se diluyeron con PBS (Irvine Scientific), se filtraron con un filtrador celular de
0,7 um y se centrifugaron de nuevo dando células sedimentadas, que fue seguido de resuspensién de 1 ml de PBS.

Utilizando el mini kit de ADN/ARN AllPrep (Qiagen) se aislé ARN de los esplenocitos sedimentados de acuerdo con
las especificaciones del fabricante. Se realizd RT-PCR en el ARN de los esplenocitos utilizando el sistema 5’ RACE
(Amplificacion Rapida de extremos de ADNc) con cebadores especificos para el gen Ck de raton de acuerdo con las
especificaciones del fabricante (Invitrogen). Los cebadores especificos para el gen Ck de raton fueron 3' migkC
RACE1 (AAGAAGCACA CGACTGAGGC AC; SEQ ID NO: 90) y mIgKC3'-1 (CTCACTGGAT GGTGGGAAGA
TGGA; SEQ ID NO: 91). Los productos de la PCR se purificaron en gel y se clonaron en el vector pCR®2.1-TOPO®
(Kit TOPO® TA Cloning®, Invitrogen) y se secuenciaron con el cebador Directo M13 (GTAAAACGAC GGCCAG;
SEQ ID NO: 92) y el cebador Inverso M13 (CAGGAAACAG CTATGAC; SEQ ID NO: 93) localizados dentro del
vector en lugares flanqueantes del sitio de clonacién. Se secuenciaron diez clones de cada muestra de bazo. Las
secuencias se compararon con las de los conjuntos de inmunoglobulina de ratén y ser humano de los conjuntos del
directorio de referencia IMGT/V-QUEST para determinar el uso de Vk/Jk. En la Tabla 10 se exponen combinaciones
de Vk/Jk para clones seleccionados observados en clones de RT-PCR de cada muestra de esplenocitos. En la Tabla
11 se expone la secuencia de aminoacidos de las uniones de Vk humano/Jk humano y Jk humano/Ck de raton de
los clones de RT-PCR seleccionados de ratones homocigotos para DLC-5J. Las letras minUsculas indican
mutaciones en la secuencia de aminoéacidos de la region variable o adiciones sin molde resultantes de adiciones de
N y/o P durante la recombinacién.

Como se muestra en este ejemplo, los ratones homocigotos para dos segmentos génicos VK humanos no
reordenados y cinco segmentos génicos Jk humanos no reordenados (DLC-5J) unidos operativamente al gen Ck de
raton, pudieron recombinar productivamente ambos segmentos génicos Vk humanos con segmentos génicos Jk
humanos mdltiples para producir un repertorio limitado de cadenas ligeras de inmunoglobulina. Entre los
reordenamientos en los ratones homocigotos DLC-5J mostrados en la Tabla 10, Unicamente se observaron
reordenamientos Vk/Jk humanos para Vk1-39/JK2 (1), Vk1-39/Ik3 (1), Vk3-20/Jk1 (7), Vk3-20/Jk2 (4) y Vk3-20/Ik3
(1). Ademas, dichos reordenamientos Unicos demostraron diversidad de unién por la presencia de aminoacidos
Unicos dentro de la region CDR3 de la cadena ligera (Tabla 11), dando como resultado cualquier mutacion y/o la
recombinacion de los segmentos génicos Vk y Jk humanos durante el desarrollo. Todas las reordenaciones
mostraron lectura integral funcional en el segmento Ck de raton (Tabla 11).

En su conjunto, estos datos demuestran que los ratones modificados por ingenieria genética presentan una eleccion
de a lo sumo dos segmentos génicos Vk humanos, ambos de los cuales son capaces de reordenarse (por ejemplo,
con uno 0 mas y, en algunos aspectos, hasta cinco segmentos génicos Jk humanos) y codificar un dominio V.
humano de una cadena ligera de inmunoglobulina que tiene cantidades de linfocitos B y desarrollo que es casi de
tipo silvestre en todos los aspectos. Dichos ratones producen una colecciéon de anticuerpos que tienen cadenas
ligeras de inmunoglobulina que, en la coleccion, tienen uno de dos posibles segmentos génicos V| humanos
presentes. El ratdn produce esta coleccién de anticuerpos en respuesta a la exposicidon antigénica y, la coleccion de
anticuerpos esta asociada con una diversidad de cadenas pesadas (variable humana/constante de ratdén) quiméricas
inversas.
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Ratén 1D n.° Combinacién Vk/Jk del Clon Genotipo
1089451 DLC-5J 1-2 1-39/3
1-4 3-20/2
1-7 3-20/1
1-8 3-20/2
1089452 DLC-5J 2-2 3-20/1
2-3 3-20/1
2-6 3-20/2
2-8 3-20/2
2-9 3-20/1
2-10 1-39/2
1092594 DLC-5J 3-1 3-20/1
3-2 3-20/1
3-4 3-20/1
3-6 3-20/3
3-9 3-20/2
1092587 TS 1-1 19-93/1
1-2 6-25/1
1-3 4-91/5
1-5 3-10/4
1-6 4-86/4
1-8 19-93/1
1-10 19-93/2
1092591 TS 2-1 19-93/1
2-3 6-20/5
2-4 6-25/5
2-5 1-117/1
2-6 8-30/1
2-7 8-19/2
2-8 8-30/1
2-10 1-117/1

Tabla 11: Secuencias de aminoacidos de las uniones VK humano/Jk humano y Jk humano/Ck de ratén de
ratones homocigotos para DLC 5J

Clon VK/IK Secuencia de Union hVk/hJk/mCk (la CDRS3 se indica subrayada, | SEQ ID NO:

la mIgkC en cursiva)

2-10 1-39/2 QPEDFATYYCQQOSYSTPYTFGQGTKLEIKRADAAPTVSI 94
1-2 1-39/3 QPEDFATYYCQQSYSTPETFGPGTKVDIKRADAAPTVSI 95
1-7 3-20/1 EPEDFAVYYCQQYGSSPITEGQGTKVEIKRADAAPTVSI 96
2-2 3-20/1 EPEDFAVYYCQQYGSSITEGQGTKVEIKRADAAPTVSI 97
2-3 3-20/1 EPEDFAVYYCQQYGSSPWTFGQGTKVEIKRADAAPTVSI 98
2-9 3-20/1 dPEDFAVYYCQQYGSSPITEFGQGTKVEIKRADAAPTVSI 99
3-1 3-20/1 EPEDFAVYYCOQQYGSSPITEGQGTKVEIKRADAAPTVSI 100
3-2 3-20/1 EPEDFAVYYCOQQYGSSPWTFGQGTKVEIKRADAAPTVSI 101
3-4 3-20/1 EPEDFAVYYCQQYGSSPPTEFGQGTKVEIKRADAAPTVSI 102
3-9 3-20/2 EPEDFAVYYCQQYGSSPYTFGQGTKLEIKRADAAPTVSI 103
3-6 3-20/3 EPEDFAVYYCQQYGSSIFTEGPGTKVDIKRADAAPTVSI 104

Ejemplo 4: generacién y caracterizacion de ratones que comprenden dos cadenas ligeras humanas
sustituidas con dos histidinas

Ejemplo 4.1: modificacion por ingenieria genética y generacion de ratones que comprenden dos segmentos kappa V
conteniendo cada uno de ellos cuatro sustituciones de histidina
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En los locus de doble cadena ligera de ratones ULC Vk1-39 y Vk3-20 se introdujeron sustituciones de histidina como
se ha descrito anteriormente. En resumen, la secuencia DLC representada en la Fig. 23A (inferior), se someti6 a
mutagénesis dirigida, modificando primero la secuencia Vk1-39 y después modificando la secuencia Vk3-20,
utilizando los cebadores representados en la Fig. 34. La secuencia de doble cadena ligera resultante contenia el
segmento Vk1-39 con histidinas introducidas en la secuencia de la linea germinal en las posiciones 105, 106, 108 y
111, el segmento Vk3-20 con histidinas introducidas en la secuencia de la linea germinal en las posiciones 105, 106,
107 y 109 asi como los cinco segmentos Jk (Jk1, Jk2, Jk3, Jk4 y Jk5). Una etapa posterior de modificacion por
ingenieria genética implicéd la conexion de un brazo 5’ que lleva un casete FRT-UB-NEO-FRT y de un brazo 3’ que
lleva potenciadores de Igk de ratén y una region constante. Este vector diana se sometié a electroporacion en
células ES que comprendian la delecion del locus variable de Igk de ratén (que comprende los segmentos génicos
de unidn y variables k), como se representa en la Fig. 35A (en esta figura no se indican las secuencias sefial de
recombinacion, RSS). Las células ES diana se exploraron mediante una modificacién de ensayo de alelo como se
ha descrito anteriormente, utilizando cebadores y sondas que detectan las regiones descritas anteriormente en las
Tablas 1, 5, 8 y 9 (especificamente, 1633h2, 1635h2, neo, Jxn 1-39/3 -20, migkd2 y mligkpl5), asi como dos
conjuntos adicionales de cebadores y sondas indicados en la Tabla 12 mas adelante. Las secuencias de estos dos
conjuntos de cebadores y sondas adicionales se incluyen en el Listado de Secuencias.

Tabla 12: cebadores y sondas utilizados para la exploracion de células ES

Nombre |Ensayo/tipo [Localizacion Secuencia de la Sonda |Cebador Directo |Cebador Inverso
de lajde sonda detectada
Sonda
hV1492 1-|GOA/FAM-  |MAID 6185
39 BHO+ (especifico de 4 AACTTACTACT CAGCAGT GGCTCGTCCT
HIS-1-39) GTCACCA CTGCAAC CACACATC
(SEQ ID CTGAA (SEQID
NO:111) (SEQ ID NO:113)
NO:112)
hv1492 3- GOA{FAM- MAID N 6185 TTACTGTCAC GCAGACT AAGCTGAATC
20 BHQ (especifico de 4
HIS-1-39) CATCATG (SEQ GGAGCCT ACTGTGGGAG
ID NO:114) GAAGA GTG (SEQID
(SEQ ID NO:116)
NO:115

Después, se utilizé un clon de células ES confirmado para implantar en ratones hembra para producir una camada
de crias que comprenden el locus de cadena ligera DLC-5J con cuatro modificaciones de histidina en cada una de
las secuencias del segmento V| presente y que expresan un dominio variable de cadena ligera humana fusionado
con un dominio Ck de raton. Algunas de las mismas secuencias que se utilizan para la exploraciéon de células ES
también se utilizan para el genotipado de las crias.

Las células ES portadoras del locus de cadena ligera modificado por ingenieria genética, pueden transfectarse con
una construccién que expresa FLP (por ejemplo, FLPo) para eliminar el casete de neomicina flanqueado con FRT,
introducido por la construccion diana (véase la Fig. 35B, en esta figura se omiten las RSS). Opcionalmente, el
casete de neomicina se elimina cruzando a los ratones que expresan FLP recombinasa (por ejemplo, documento US
6.774.279). Opcionalmente, el casete de neomicina se conserva en los ratones.

Ejemplo 4.2: modificacion por ingenieria genética y generacion de ratones que comprenden dos segmentos kappa V
conteniendo cada uno de ellos tres sustituciones de histidina

En cada uno de los segmentos Vk1-39 y Vk3-20 de los ratones con doble cadena ligera se introdujeron tres
sustituciones de histidina. En resumen, la secuencia DLC representada en la Fig. 23A (inferior), se sometié a
mutagénesis dirigida, modificando primero la secuencia Vk1-39 y después modificando la secuencia Vk3-20,
utilizando los cebadores representados en la Fig. 36. La secuencia resultante de doble cadena ligera contenia el
segmento Vk1-39 con histidinas introducidas en las secuencias de la linea germinal en las posiciones 106, 108 y
111, el segmento Vk3-20 con histidinas introducidas en la secuencia de la linea germinal en las posiciones 105, 106
y 109, asi como los cinco segmentos Jk (Jk1, Jk2, Jk3, Jk4 y Jk5). Una etapa posterior de modificacién por
ingenieria genética implicé la conexion de un brazo 5’ portador de un casete FRT-UB-NEO-FRT y de un brazo 3
portador de potenciadores de Igk y region constante de raton. Este vector diana se sometié a electroporacién en
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células ES que comprendian la delecion del locus variable Igk de raton (que comprende los segmentos génicos
variable K y de unién), como se representa en la Fig. 37A (en esta figura se omite la RSS). Las células ES diana se
exploraron mediante una modificacion de ensayo de alelo como se ha descrito anteriormente, utilizando sondas y
cebadores que detectan las regiones descritas anteriormente en las Tablas 1, 5, 8 y 9 (especificamente, 1633h2,
1635h2, neo, Jxn 1-39/3 -20, migkd2 y migkpl5), asi como dos conjuntos de cebadores y sondas adicionales
indicados en la siguiente Tabla 13. Las secuencias de estos dos conjuntos de cebadores y sondas adicionales se

incluyen en el Listado de Secuencias.

Tabla 13: cebadores y sondas utilizados para la exploracion de células ES

Nombre |Ensayo/tipo [Localizacion Secuencia de la Sonda |Cebador Directo [Cebador Inverso
de la|de sonda detectada
Sonda
hV1493 1-|GOA/FAM-  |MAID 6187
39 BHQ+ (especifico de 3 CTTACTACTGT CAGCAGT GGCTCGTCCT
HIS-1-39) CAACATAG CTGCAAC CACACATC
(SEQID CTGAA (SEQ ID
NO:123) (SEQID NO:125)
NO:124)
hVvI493 3-|GOA/FAM-  |MAID 3 6187 TACTGTCAC GCAGACT AAGCTGAATC
20 BHQ+ (especifico de 3
HIS-3-20) CATTATGG GGAGCCT ACTGTGGGAG
(SEQ ID GAAGA GTG (SEQ ID
NO:126) (SEQ ID NO:128)
NO:127

Después, se utilizé un clon de células ES confirmado para implantar en hembras de raton para producir una camada
de crias que comprende el locus de cadena ligera DLC-5J con cuatro modificaciones de histidina en cada una de las
secuencias de segmento V. presentes, y que expresa un dominio variable de cadena ligera humano fusionado a un
dominio Ck de ratén. Algunas de las mismas secuencias que se utilizan para la exploracién de células ES también
se utilizan para el genotipado de las crias.

Las células ES portadoras del locus de cadena ligera modificado por ingenieria genética pueden transfectarse con
una construccion que expresa FLP (por ejemplo, FLPo) para eliminar el casete de neomicina flanqueado con FRT
introducido por la construccién diana (véase la Fig. 37B, en esta figura se omite la RSS). Opcionalmente el casete
de neomicina se elimina cruzando a los ratones que expresan FLP recombinasa (por ejemplo el documento US
6.774.279). Opcionalmente el casete de neomicina se conserva en los ratones.

Ejemplo 4.3: cria de ratones que comprenden dobles cadenas ligeras sustituidas con histidina humana

Ratones portadores de un locus de doble cadena ligera sustituida con histidina humana se cruzaron con ratones que
contenian una delecion del locus de cadena ligera A endégena para generar una descendencia que exprese, solo en
sus cadenas ligeras, las cadenas ligeras sustituidas con histidina modificadas por ingenieria genética procedentes
del locus de doble cadena ligera.

Ratones portadores de un locus de doble cadena ligera sustituida con histidina humana se cruzaron con ratones que
contenian un reemplazo del locus variable de cadena pesada de ratén enddgeno con locus variable de cadena
pesada humana (véanse los documentos US 6.596.541 y US 8.502.018; el raton VELOCIMMUNE®, Regeneron
Pharmaceuticals, Inc.).

Ejemplo 4.4: deteccién de modificaciones de histidina en cadenas ligeras de inmunoglobulina obtenidas de ratones
que comprenden dos segmentos kappa V cada uno de ellos conteniendo tres sustituciones de histidina

Se prepararon amplicones kappa V de ARNm de linfocitos B esplénicos utilizando PCR con transcriptasa inversa
(RT-PCR) y exploracién de alto rendimiento.

En resumen, se extrajeron bazos de cinco ratones heterocigotos que comprendian dos segmentos kappa V (Vk1-39

y Vk3-20) cada uno de ellos conteniendo tres sustituciones de histidina (ratones cuyo locus kappa se representa en
la Fig. 35) y cadenas pesadas de raton endégenas y se homogeneizaron en 1xPBS (Gibco) utilizando portaobjetos
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de vidrio. Las células se sedimentaron en una centrifuga (500xg durante 5 minutos) y los eritrocitos se lisaron en
tampon de lisis ACK (Gibco) durante 3 minutos. Las células se lavaron con 1xPBS vy se filtraron utilizando un filtrador
celular de 0,7 ym. Los linfocitos B se aislaron de las células de bazo utilizando seleccion positiva magnética MACS
para CD19 (Miltenyi Biotec). Utilizando el kit RNeasy Plus (Qiagen) se extrajo el ARN total de los linfocitos B
sedimentados. El ARNm PolyA+ se aisl6 del ARN total utilizando el mini kit de ARNm Oligotex Direct (Qiagen).

A partir de ARNm de linfocitos B esplénicos se prepard ADNc bicatenario mediante 5’ RACE utilizando el Kit de
Sintesis de ADNc SMARTer Pico (Clontech). La transcriptasa inversa de Clontech y los dNTP se sustituyeron con
Superscript 1l y los dNTP de Invitrogen. Los repertorios de cadena ligera de inmunoglobulina se amplificaron del
ADNCc utilizando cebadores especificos para la region constante de Kgk y el cebador 5° RACE SMARTer (Tabla 14).
Los productos de la PCR se lavaron utilizando el Kit de Purificacion de PCR QIAquick (Qiagen). Se realiz6 una
segunda ronda de PCR utilizando el mismo cebador 5° RACE y un cebador 3’ anidado especifico para la region
constante de IgK (Tabla 15). Los productos de la segunda ronda de PCR se purificaron utilizando un sistema E-gel
SizeSelect (Invitrogen). Se realiz6 una tercera PCR con cebadores que afiadian 454 aptameros y codigos de barra.
Los productos de la tercera ronda de PCR se purificaron utilizando Perlas Agencourt AMPure XP. Los productos de
PCR purificados se cuantificaron mediante SYBR-qPCR utilizando un Kit de Cuantificacién de Biblioteca KAPA
(KAPA Biosystems). Las bibliotecas agrupadas se sometieron a PCR con emulsion (emPCR) utilizando el Kit 454
GS Junior Titanium Series Lib-A emPCR (Roche Diagnostics) y a secuenciacion bidireccional utilizando el
instrumento Roche 454 GS Junior de acuerdo con los protocolos del fabricante.

Tabla 14: cebador de PCR de la primera ronda
NOMBRE SECUENCIA (SEQ ID NO)

3’ migk externo  AAGAAGCACACGACTGAGGCAC (SEQ ID NO:129)

Tabla 15: cebador de PCR de la segunda ronda
NOMBRE SECUENCIA (SEQ ID NO)

3’ migk interno GGAAGATGGATACAGTTGGTGC (SEQ ID NO:130)

Para el andlisis bioinformatico, las lecturas de secuencia 454 se separaron basandose en la total coincidencia del
cédigo de barras de la muestra y se acortaron con fines de calidad. Las secuencias se anotaron basandose en el
alineamiento de las secuencias de Ig reordenadas con respecto a la base de datos de los segmentos V y J de la
linea germinal humana utilizando la instalacién de igblast (NCBI, v2.2.25+). Una secuencia se marc6 como ambigua
y se elimind de los andlisis cuando se detectaron varios mejores resultados con idéntica puntuacion. Se desarrolld
un conjunto de programas en perl para analizar los resultados y los datos se guardaron en la base de datos mysq|.
La region CDR3 de la cadena ligera kappa se definié entre el motivo FGXG y el codén C conservado.

La Fig. 38 representa alineaciones de la secuencia de aminoacidos codificada por la secuencia IGKV3-20 (Fig. 38A)
o la secuencia IGKV1-39 (Fig. 38B) de linea germinal humana, con traducciones de aminoacidos de secuencias Vk
ejemplares obtenidas de anticuerpos reordenados productivamente generados en ratones que comprendian una
DLC-5J modificada con histidina (que comprende un locus variable de cadena ligera que comprende los segmentos
génicos Vk1-39 y Vk3-20, cada segmento con tres modificaciones de histidina como se ha descrito anteriormente).
Las lecturas de secuencia mostraron que la mayor parte de las cadenas ligeras reordenadas productivamente
conservaban al menos una histidina introducida en su CDR3 de la linea germinal. En algunos casos, en la mayor
parte de todas las cadenas ligeras humanas reordenadas productivamente que comprendian la secuencia Vk3-20
gque conservaba al menos un resto de histidina, las tres modificaciones de histidina introducidas en su CDR3 de la
linea germinal se conservaban (véase la Fig. 38A). En algunos casos, en las cadenas ligeras humanas reordenadas
productivamente que comprenden la secuencia Vk1-39 que conserva al menos un resto de histidina,
aproximadamente el 50 % de las cadenas ligeras conservan las tres histidinas introducidas en su CDR3 de la linea
germinal (véase la Fig. 38B alineamiento superior), mientras que aproximadamente el 50 % de las cadenas ligeras
conservan dos de las tres histidinas introducidas en su CDR3 de la linea germinal (véase la Fig. 38B, alineamiento
inferior). En algunos casos, las histidinas en la Ultima posicion de la secuencia del segmento V pueden perderse
debido a una reordenacion V-J.

Ejemplo 5. Generacion y analisis de ratones que comprenden una sola secuencia de nucleétidos de cadena
pesada de inmunoglobulina humana reordenada y dos segmentos génicos kappa V

Se generaron ratones que comprendian una secuencia de acido nucleico de regién variable de cadena pesada
reordenada en el locus de cadena pesada (MAID6031; “ratbn UHC”) como se ha descrito anteriormente. En
resumen, en el ratén UHC, todos los segmentos génicos variables de cadena pesada funcional enddgena se
delecionaron y se remplazaron con una sola secuencia de acido nucleico de region variable de cadena pesada
reordenada que codifica hVy3-23/D/Jw4, que esta unida operativamente a una secuencia de acido nucleico de
region constante de cadena pesada enddgena.
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Se generaron ratones que comprendian locus de cadena ligera modificados por ingenieria genética que contenian
dos segmentos génicos Vk humanos (por ejemplo, un segmento génico Vk1-39 humano y otro Vk3-20 humano) y
uno cualquiera de un segmento Jk humano (Jk5; DLC-1J) o cinco segmentos génicos Jk humanos (hJk1-5; DLC-5J)
como se ha descrito anteriormente. En resumen, un locus de cadena ligera modificado por ingenieria genética
contenia dos segmentos génicos Vk humanos y cinco segmentos génicos Jk humanos (Jk1-5) en configuracion no
reordenada y estaban unidos operativamente a una secuencia de regién constante k de raton endégena (MAID 1911
(DLC-5J); Fig. 19E). El otro locus de cadena ligera modificado por ingenieria genética contenia dos segmentos
génicos VK humanos y un segmento génico Jk humano (Jk1) en configuracidon no reordenada y estaban unidos
operativamente a una secuencia de region constante k de raton endégena (MAID 1913 (DLC-1J); Fig. 21D). Para
cada uno de los dos locus de cadena ligera adicionales modificados por ingenieria genética, los segmentos génicos
humanos estaban flanqueados en 3’ con secuencias sefial de recombinacién para permitir la reordenacion in vivo de
los segmentos génicos humanos en los linfocitos B.

Los ratones homocigotos UHC (MAID6031) descritos anteriormente se cruzaron con ratones homocigotos DLC-5J
(MAID1911) para producir un ratén heterocigoto para el alelo UHC y el alelo DLC-5J. De manera similar, ratones
homocigotos UHC (MAID6031) se cruzaron con ratones UHC DLC-1J (MAID1913) para generar un raton
heterocigoto para el alelo UHC y el alelo OLC-1J. A partir de estos cruces, se generaron ratones F1 heterocigotos
que se cruzaron entre si para obtener ratones homocigotos para cada alelo. La presencia de los alelos modificados
genéticamente en los locus de cadena ligera y cadena pesada de inmunoglobulina se confirmé mediante exploracién
TAQMAN™ vy cariotipado utilizando las sondas y cebadores especificos descritos anteriormente.

Los ratones heterocigotos para el alelo UHC y para el alelo DLC-5J se cruzaron entre si para generar ratones
homocigotos (MAID 1912HO 6032HO; “DLC x UHC") que expresaban cadenas ‘ligeras” de inmunoglobulina
principalmente a partir del locus modificado genéticamente. Los ratones MAID 1912HO 6032HO (homocigotos DLC
x UHC) comprenden una insercion de la cadena pesada universal descrita en el presente documento (por ejemplo,
HV{3-23/hD/hJw4) en el locus de cadena pesada de ratdén en el que todos los genes VDJ de cadena pesada
variable endégenos estan delecionados y DLC-5J (hV\c1-39 hV\c3-20 hJ\c1-5) el locus de cadena ligera kappa (k)
de ratén en los que todos los genes Vk y Jk de ratén se han delecionado.

Todos los ratones se instalaron en jaulas y se cruzaron en condiciones especificas sin gérmenes patégenos en
Regeneron Pharmaceuticals. Tres ratones F5 VELOCIMMUNE® (MAID 12930 1640HO (“VI3"), véase la Patente de
Estados Unidos n.° 8.502.018) (de 14 semanas de vida, macho; Fondo: 26,5 % C57/BL6, 22,75 % 129 y 50,75 %
Balb/c) y tres ratones MAID 1912HO 6032HO F2 (Fig. 39; de 7-8 semanas de vida, hembra; fondo: 18,75 C57/BLS6,
18,75 % 129 y 62,5 % Balb/c) se sacrificaron y se extrajeron los bazos y la médula 6ésea de los animales. La médula
Osea se extrajo de los fémures lavando abundantemente con medio RPMI completo (medio RPMI complementado
con suero bovino fetal, piruvato sédico, Hepes, 2-mercaptoetanol, aminoacidos no esenciales y gentamicina). Las
preparaciones de eritrocitos de bazo y médula 6sea se lisaron con tampén de lisis ACK y se lavaron con medio
RPMI completo.

Citometria de flujo

Para examinar la capacidad de los ratones homocigotos “DLC x UHC” (MAID 1912HO 6032HO) modificados
genéticamente para producir anticuerpos procedentes de los alelos modificados genéticamente (por ejemplo, del
alelo que contiene una sola copia de V43-23/D/Ju4 reordenada en el locus de cadena pesada y del alelo que
contiene dos genes Jk humanos y cinco Vk humanos en el locus de cadena ligera), se realizé andlisis de separacion
de células activadas por fluorescencia (FACS) como se indica en el Ejemplo 3.

En el compartimento esplénico, los ratones MAID 1912HO 6032HO demostraron nimeros de linfocitos B CD19+ y
numeros de linfocitos B maduros que eran sustancialmente iguales a los numeros observados en ratones
VELOCIMMUNE® (VI3) (Figs. 40A-40B), que sirven como un control de los efectos especificos observados en
ratones MAID 1912HO 6032HO con respecto a ratones con otras modificaciones genéticas en sus locus de
inmunoglobulina; ademas, el sistema inmunitario humoral de los ratones VELOCIMMUNE® funciona de manera
similar al de los ratones de tipo silvestre (supra). Los ratones MAID 1912HO 6032HO demostraron un aumento de 2
veces en el nimero de linfocitos B inmaduros en el bazo en comparacion con ratones VI3 (Figs. 40A-40B). Los
ratones MAID 1912HO 6032HO también eran sustancialmente similares a los ratones VI3 con respecto al uso de la
cadena ligera kappa y gamma (Figs. 41A-41B). Los ratones MAID 1912HO 6032HO (DLC x UHC) también
demostraron aumento de IgM en la superficie en linfocitos B esplénicos (es decir, mas expresiéon en superficie de
IgM por célula) en comparacion con ratones VI3 (Fig. 42).

Ademas, los ratones MAID 1912HO 6032HO (DLC x UHC) demostraron desarrollo alterado de linfocitos B periféricos
segun progresaban los linfocitos B a través de los diversos estadios en el compartimento esplénico (por ejemplo,
inmaduros, maduros, T1, T2 T3, precursores de zona marginal, zona marginal, folicular-I, folicular-Il, etc.) que se
producia de una manera diferente a la observada en ratones VI3 (Fig. 43A). Especificamente, los ratones MAID
1912HO 6032HO (DLC x UHC) demostraron mas linfocitos B inmaduros, T1 y de zona marginal (ZM) en el
compartimento esplénico en comparacion con los ratones VI3. El nUmero de linfocitos B foliculares-I y foliculares-II
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en los ratones MAID 1912HO 6032HO (DLC x UHC) era sustancialmente igual al observado en ratones VI3 (Fig.
43B).

En el compartimento de la médula 6sea, los ratones MAID 1912HO 6032HO (DLC x UHC) demostraron nimeros
similares de linfocitos B CD19+ en comparacion con los controles de raton VI3 (Figs. 44A-44B). Sin embargo, los
ratones MAID 1912HO 6032HO (DLC x UHC) demostraron aproximadamente 25 veces menos linfocitos pro B en la
médula 6sea en comparacion con los ratones VI3 (Figs. 45A-45B). Los ratones MAID 1912HO 6032HO (DLC x
UHC) también demostraron aproximadamente 2 veces menos linfocitos B inmaduros y 2 veces menos linfocitos B
maduros en la médula 6ésea en comparacion con los ratones VI3 (Figs. 46A-46B). Asimismo, los ratones MAID
1912HO 6032HO (DLC x UHC) demostraron una preferencia (un aumento en 2 veces) para expresion de lambda en
comparacion con los ratones VI3 (Fig. 47).

Estudios de inmunizacion

Cinco ratones TS (fondo 75 % C57BL6/25% 129) y siete F2 MAID1912HO 6031 HET (homocigotos DLC x
heterocigotos UHC) se inmunizaron en la almohadilla plantar con 0,025 ml de una mezcla que contenia 2,35 ug de
un antigeno X, 10 ug de oligonucleétido CpG (ODN) 1826, InvivoGen, cat n.° tlIrl-1826) y 25 ug de adyuvante de gel
fosfato de aluminio (Brenntag cat n.° 7784-30-7). Los ratones recibieron un refuerzo seis veces con la misma
dosificacién. Los dias 0, 15 y 23 posteriores a la primera inmunizacion, se extrajo sangre de ratones anestesiados
utilizando un sangrado retroorbital en tubos separadores con suero BD (BD, cat. n.° 365956), y el suero se recogio
siguiendo las instrucciones del fabricante. Se realiz6 una segunda ronda de inmunizacion como se ha indicado
anteriormente cinco semanas después de la primera ronda de inmunizacion.

Para medir los niveles de anticuerpos de IgG especificos de antigeno, se realiz6 un ELISA como en el Ejemplo 3.
Como se muestra en la Fig. 48, los ratones modificados genéticamente, que son heterocigotos con respecto al alelo
diana que contiene la secuencia de nucleétidos de Vy3-23/D/Jn4 reordenada y homocigotos con respecto al alelo
diana que contiene DLC-5J, pudieron producir anticuerpos de IgG especificos de antigeno a niveles comparables a
los producidos por los ratones de tipo silvestre tanto a los 23 dias como a las 5 semanas después de la primera
inmunizacién. Los ratones MAID1912HO 6031 HET (homocigotos DLC x heterocigotos UHC) también pudieron
producir anticuerpos de IgG especificos de antigeno a niveles comparables a los producidos por los ratones de tipo
silvestre después de la segunda ronda de inmunizacion.

Por tanto, estos ratones producen anticuerpos que comprenden una cadena ligera quimérica inversa (dominio
variable de cadena ligera humana y Ck de ratén) procedente de una reordenacién de uno de los dos segmentos
génicos V. humanos (segmentos génicos Vk1-39 o Vk3-20) y segmentos Jk humanos y una cadena pesada
guimérica inversa (dominio variable de cadena pesada humana y Cy de ratén) procedentes de un solo segmento
génico variable de cadena pesada humana reordenada. Los anticuerpos quiméricos inversos (es decir anticuerpos
gue comprenden estas cadenas quiméricas inversas) se obtienen después de la inmunizacién con un antigeno de
interés.

Ejemplo 6. Generacion y andlisis de ratones que comprenden una sola secuencia de nucleé6tidos de cadena
pesada de inmunoglobulina humana reordenada y dos segmentos génicos kappa V que contienen tres
sustituciones de histidina

De manera similar, ratones portadores de un locus de cadena ligera humana modificado genéticamente que
comprenden una doble cadena ligera modificada con histidina (por ejemplo, ratones que comprenden dos
segmentos génicos V. humanos con modificaciones de histidina descritos anteriormente en el presente documento)
se cruzan con ratones que contienen un reemplazo del locus variable de cadena pesada de ratéon enddgena con
locus de cadena pesada humana universal (locus que comprende un solo dominio variable de cadena pesada
humana reordenada como se describe anteriormente en el presente documento). Por tanto, estos ratones producen
anticuerpos que comprenden una cadena ligera quimérica inversa (dominio variable de cadena ligera humana y Ck
de raton) procedente de una reordenacion de uno de los dos segmentos génicos V. humanos modificados con
histidina (segmentos génicos Vk1-39 o Vk3-20) y segmentos génicos Jk humanos y una cadena pesada quimérica
inversa (dominio variable de cadena pesada humana y Cy de ratdn) procedente de un solo dominio variable de
cadena pesada humana reordenada. Los anticuerpos quiméricos inversos se obtienen después de la inmunizacién
con un antigeno de interés. Los anticuerpos humanos dependientes de pH generados en dichos ratones, se
identifican utilizando métodos de exploracion y de aislamiento de anticuerpos conocidos en la técnica o descritos
anteriormente.

Las secuencias de nucledtidos de regién variable de cadena pesada y ligera de los linfocitos B que expresan los
anticuerpos se identifican, y las cadenas pesada y ligera completamente humanas se crean fusionando secuencias
de nucledtidos de regién variable de cadena pesada y ligera con secuencias de nuclettidos C. y Cy humanas,
respectivamente. Las cadenas ligeras de interés, por ejemplo, cadenas ligeras que se unen al antigeno de interés
(por ejemplo, cadenas ligeras de anticuerpos que también demuestran propiedades antigénicas dependientes de pH
utilizando una variedad de ensayos conocidos en la técnica, por ejemplo, el ensayo BIACORE™) se coexpresan en
un sistema de expresion adecuado con cadenas pesadas procedentes de otros anticuerpos, por ejemplo, cadenas
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pesadas procedentes de anticuerpos que comprenden cadenas ligeras procedentes del mismo segmento génico V.
como el de la cadena ligera de interés (por ejemplo, Vk1-39 o Vk3-20) y la capacidad del anticuerpo reconstituido
para conservar la unién a antigeno y las propiedades de unién a antigeno dependientes de pH, se somete a ensayo.

Ejemplo 7. Construccién de ratones que comprenden un locus de cadena ligera de inmunoglobulina que
contiene una secuencia VDJ de cadena pesada reordenada

Se generaron ratones que comprendian una secuencia de acido nucleico de regién variable de cadena pesada
reordenada en el locus de cadena ligera kappa (MAID6079; “raton UHC en kappa”) mediante métodos similares a
los descritos anteriormente para el direccionamiento del locus de cadena pesada. En resumen, en el raton UHC en
kappa, todos los segmentos génicos Vk y Jk variables kappa de cadena ligera funcional enddégena se delecionaron y
se reemplazaron con una sola secuencia de acido nucleico de regién variable de cadena pesada reordenada que
codificaba la secuencia de hVy3-23/D/Ju4, que esta unida operativamente a una secuencia de acido nucleico de
region constante de cadena ligera endégena. La construccion diana final para la creacion de un locus genémico que
contenia una secuencia de dominio variable de cadena pesada humana reordenada que contenia, de 5" a 3', (1) un
brazo de homologia 5’ con aproximadamente 22500 pb de una secuencia genémica de raton cadena arriba del locus
de la cadena ligera de Ig enddgena; (2) un sitio FRT 5’; (3) un casete de neomicina; (4) un sitio FRT 3’, (5) un
promotor hVy3-23 de 2239 pb (SEQ ID NO: 139); (6) una secuencia de nucleétidos de cadena pesada de
inmunoglobulina humana reordenada (hVy3-23/D/Jn4; SEQ ID NO: 136); (7) un intrén hJu4 (SEQ ID NO: 140); y (8)
un brazo de homologia 3’ con aproximadamente 75000 pb de una secuencia genémica de ratén cadena abajo de los
segmentos génicos J. de raton. Los ratones heterocigotos portadores de la modificacion se cruzaron entre si para
generar homocigotos (MAID 6079HO) que eran capaces de crear cadenas “ligeras” de inmunoglobulina Unicamente
a partir del locus modificado genéticamente. Los ratones MAID 6079HO (homocigotos UHC en kappa) comprenden
una insercion en la cadena pesada universal descrita en el presente documento (por ejemplo, hV43-23/hD/hJp4) en
el locus de cadena ligera kappa (k) de ratén en el que todos los genes VK y Jk de ratén se han delecionado.

Todos los ratones se instalaron en jaulas y se cruzaron en condiciones especificas sin gérmenes patdgenos en
Regeneron Pharmaceuticals. Cuatro ratones MAID 6079HO F1 (Fig. 49; 7-12,5 semanas de vida, machos y
hembras) y cuatro ratones de control de la misma camada de tipo silvestre MAID 6079 F1 (7-12,5 semanas de vida,
machos y hembras) se sacrificaron, y se extrajeron los bazos y la médula ésea de los animales. La médula ésea se
extrajo de los fémures lavando abundantemente con medio RPMI completo (medio RPMI complementado con suero
bovino fetal, piruvato sédico, Hepes, 2-mercaptoetanol, aminoacidos no esenciales y gentamicina). Las
preparaciones de eritrocitos de bazo y médula 6sea se lisaron con tampén de lisis ACK y se lavaron con medio
RPMI completo.

Citometria de flujo

Para examinar la capacidad de los ratones homocigotos “ratbn UHC en kappa” (MAID 6079HO) modificados
genéticamente descritos en el presente documento para producir anticuerpos procedentes del alelo modificado
genéticamente (por ejemplo, del alelo que contiene una sola copia de la secuencia Vy3-23/D/Juy4 reordenada en un
locus de cadena ligera kappa), se realiz6 un analisis de separacion de células activadas por fluorescencia (FACS)
como se indica en el Ejemplo 3.

Los ratones MAID 6079HO demostraron nimeros de pro y pre linfocitos B en el compartimento de la médula 6sea
gue eran sustancialmente iguales a los observados en las crias de la camada de tipo silvestre (Figs. 50A-50B). En
cambio, demostraron nimeros mas bajos de linfocitos B inmaduros y maduros en el compartimento de la médula
O6sea en comparacion con las crias de la camada de tipo silvestre (Figs. 51A-51C). De hecho, los ratones tenian 2
veces menos linfocitos B inmaduros y casi 4 veces menos linfocitos B maduros. Los ratones MAID 6079HO utilizaron
casi exclusivamente secuencias de cadena ligera lambda en los linfocitos B inmaduros y maduros en la médula 6sea
(Fig. 52).

En el compartimento esplénico, los ratones MAID 6079HO demostraron menos linfocitos B maduros en comparacion
con las crias de la camada de tipo silvestre (Figs. 53A-53B). Similar a lo observado en la médula 6sea, los ratones
MAID 6079HO utilizaron casi exclusivamente secuencias de cadena ligera lambda en el compartimento esplénico
(Figs. 54A-54B). También demostraron menos linfocitos inmaduros, un aumento de linfocitos B en la zona marginal
y una disminucién de linfocitos B foliculares en comparacion con las crias de la camada de tipo silvestre (Fig. 55).

Ejemplo 8. Generacién y analisis de ratones que comprenden un locus de cadena ligera de inmunoglobulina
que contiene una secuencia VDJ de cadena pesada reordenada y un locus de cadena pesada de
inmunoglobulina que contiene una secuencia de dominio variable de cadena ligera humana

Se generaron ratones homocigotos para una secuencia de acido nucleico de region variable de cadena pesada
reordenada en el locus de cadena ligera (MAID 6079HO, homocigotos “ratones UHC en kappa”) como se ha descrito
anteriormente. Estos ratones se cruzaron con ratones homocigotos (MAID 1994HO) para una secuencia de &cido
nucleico de regién variable de cadena ligera kappa en un locus de cadena pesada (ratdbn con cadena kappa en
cadena pesada (“KoH")). Los ratones KoH homocigotos MAID 1994 comprenden 40 genes VK humanos y todos los
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genes Jk humanos, con IGCR larga y ADAM6 de ratdn, insertados en un locus de cadena constante de cadena
pesada de Ig de ratdn (es decir, un locus de cadena pesada de Ig de raton delecionado)). Los ratones KoH se han
descrito anteriormente; véase, por ejemplo, la publicacion previa a la concesion de patente de Estados Unidos
2012/0096572.

Todos los ratones se instalaron en jaulas y se cruzaron en condiciones especificas sin gérmenes patégenos en
Regeneron Pharmaceuticals. Dos ratones VELOCIMMUNE® (MAID 1242HO 1640HO (“VI3"), véase la Patente de
Estados Unidos n.° 8.502.018) (15 semanas de vida, hembras n=2; Fondo: 28 % C57/BL6, 13 % 129 y 59 % Balb/c),
cuatro ratones MAID 1994HO 6079HO F2 (Fig. 56; 13-14 semanas de vida, machos n=2; Fondo: 25 % C57/BLS6,
25 % 129, y 50 % Balb/c), y ratones de control de la crias de camada de tipo silvestre MAID 6079, se sacrificaron, y
se extrajeron los bazos y la médula ésea de los animales. La médula 6sea se extrajo de los fémures lavando
abundantemente con medio RPMI completo (medio RPMI complementado con suero bovino fetal, piruvato sédico,
Hepes, 2-mercaptoetanol, aminoacidos no esenciales y gentamicina). Las preparaciones de eritrocitos de bazo y
médula ésea se lisaron con tampon de lisis ACK y se lavaron con medio RPMI completo.

Citometria de flujo

Para examinar la capacidad de los ratones homocigotos “KoH x UHC en kappa” (MAID 1994HO 6079HO)
modificados genéticamente descritos en el presente documento para producir anticuerpos procedentes de los alelos
modificados genéticamente (por ejemplo, del alelo que contiene una sola copia de la secuencia de V43-23/D/Jn4
reordenada y del alelo que contiene una secuencia de acido nucleico de regién variable de cadena ligera kappa en
un locus de cadena pesada), se realizé analisis de separacion de células activadas por fluorescencia (FACS) como
se indica en el Ejemplo 3.

Los ratones MAID 1994HO 6079HO demostraron frecuencias mas bajas de linfocitos pre B y CD19+ en el
compartimento de la médula 6sea en comparacion con los ratones VI3 (Fig. 57A). Especificamente, los ratones
MAID 19940 6079HO demostraron nimeros aproximadamente 2 veces mas bajos de linfocitos CD19+ y pre B en la
médula ésea en comparacion con los ratones VI3 (Fig. 57B). Adicionalmente, los ratones MAID 1994HO 6079HO
demostraron aproximadamente 3 veces menos linfocitos B inmaduros en el compartimento de la médula dsea en
comparacion con los ratones VI3 (Figs. 58A y 58B). También se encontré que los linfocitos B de los ratones MAID
1994HO 6079HO carecian esencialmente de expresion de cadena ligera lambda en la médula 6sea (Fig. 59).

Los ratones MAID1994HO 6079HO demostraron una frecuencia mas baja de linfocitos B en el compartimento
esplénico. Especificamente, los ratones MAID 1994HO 6079HO tenian menos numeros de linfocitos B esplénicos
(aproximadamente 2 veces menos) y linfocitos B maduros (aproximadamente 3 veces menos) con respecto a los
ratones VI3 (Figs. 60A-60B). De nuevo, estos demostraron carecer de expresion de cadena ligera lambda en
comparacion con los ratones VI3 (Fig. 61).

Teniendo en cuenta el desarrollo de linfocitos B periféricos en el bazo, el analisis FACS indico que, en comparacion
con los ratones VI3, los ratones MAID1994HO 6079HO tenian una mayor frecuencia de linfocitos en fase T1 en el
bazo (Fig. 62).
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<210>1

<211>95

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Sintética
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<400> 1

Asp Ile Gln
1

Asp Arg Val

Leu Asn Trp
35

Tyr Ala Ala
50

Ser Gly Ser
65

Glu Asp Phe

<210>2
<211>21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(21)

<400> 2

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Thr

Ile

Gln

Ser

Thr

Thr
85

ES 2678221 T3

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

Tyr

cag cag agc tac agc acc ccc
Gln Gln Ser Tyr Ser Thr Pro

1 5

<210>3
<211>7
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> Construccion sintética

<400> 3

<210>4
<211>21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

Ser

Cys

Lys

Gln

55

Phe

Tyr

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln
90

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Ser

Ser

Ser

Pro

Ser

60

Ser

Tyr

Gln Gln Ser Tyr Ser Thr Pro

1

84

5

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Thr

Val

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro
80
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<223> Sintética
<220>

<221> CDS
<222> (1)..(21)

<400>4

ES 2678221 T3

cac cat agc cac agc acc cac
His His Ser His Ser Thr His

1 5

<210>5
<211>7

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 5

<210> 6
<211>21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(21)

<400> 6

His His Ser His Ser Thr His

1

cac cag agce tac age acc cce
His Gln Ser Tyr Ser Thr Pro

1 5

<210>7
<211>7
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400>7

<210>8
<211>21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<220>

His Gln Ser Tyr Ser Thr Pro

1

85

5

5

21

21
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<221> CDS
<222> (1)..(21)

<400>8

ES 2678221 T3

cag cat agc tac agc acc ccc
Gln His Ser Tyr Ser Thr Pro

1 L]

<210>9
<211>7
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400>9

<210> 10
<211>21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(21)

<400> 10

Gln His Ser Tyr Ser Thr Pro

1

cag cag agc cac agc acc ccc
Gln Gln Ser His Ser Thr Pro

1 5

<210>11
<211>7
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 11

<210> 12
<211>21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(21)

Gln Gln Ser His Ser Thr Pro

1
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5

5

21
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<400> 12

cag cag agc tac agc acc cac
Gln Gln Ser Tyr Ser Thr His
1 5

<210> 13
<211>7
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 13

Gln Gln Ser Tyr Ser Thr His

1

<210> 14
<211>21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(21)

<400> 14

cac cat agc tac agc acc ccc
His His Ser Tyr Ser Thr Pro
1 5

<210> 15
<211>7
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 15

His His Ser Tyr Ser Thr Pro

1

<210> 16
<211>21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<220>
<221> CDS
<222>(1)..(21)

<400> 16
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21

21
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cac cag agc cac agc acc ccc
His Gln Ser His Ser Thr Pro

1 L]

<210> 17
<211>7
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 17

<210> 18
<211>21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(21)

<400> 18

His Gln Ser His Ser Thr Pro

1

cac cag agc tac agc acc cac
His Gln Ser Tyr Ser Thr His

1 5

<210> 19
<211>7
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 19

<210> 20
<211>21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<220>
<221> CDS
<222>(1)..(21)

<400> 20

His Gln Ser Tyr Ser Thr His

1

88

5

5

21
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cag cat agc cac agc acc ccc 21
Gln His Ser His Ser Thr Pro
1 5

<210>21
<211>7
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 21

Gln His Ser His Ser Thr Pro

<210> 22
<211>21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(21)

<400> 22

cag cat agc tac agc acc cac 21
Gln His Ser Tyr Ser Thr His
1 5

<210> 23
<211>7
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 23

Gln His Ser Tyr Ser Thr His
1 5

<210> 24
<211>21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(21)

<400> 24
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ES 2678221 T3

cag cag agc cac agc acc cac
Gln Gln Ser His Ser Thr His
1 5

<210> 25
<211>7
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 25

Gln Gln Ser His Ser Thr His

1

<210> 26
<211>21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(21)

<400> 26

cac cat agc cac agc acc ccc
His His Ser His Ser Thr Pro
1 5

<210> 27
<211>7
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 27

His His Ser His Ser Thr Pro
5

1

<210> 28
<211>21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(21)

<400> 28
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5

21
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cac cat agc tac agc acc cac 21
His His Ser Tyr Ser Thr His
1 5

<210> 29
<211>7
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 29

His His Ser Tyr Ser Thr His
1 5

<210> 30
<211>21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(21)

<400> 30

cac cag agc cac agc acc cac 21
His Gln Ser His Ser Thr His
1 5

<210>31
<211>7
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 31

His Gln Ser His Ser Thr His
1 5

<210> 32
<211>21
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> Sintética

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(21)
<400> 32

cag cat agc cac agc acc cac 21
Gln His Ser His Ser Thr His
1 5
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<210> 33
<211>7
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 33

Gln His Ser His Ser Thr His

1

<210> 34
<211>45
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 34
cttactactg tcaacatagt cacagtacce atccgatcac cticg

<210> 35
<211>50
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 35

caacttacta ctgtcaccat agtcacagta cccatcecgat caccticgge

<210> 36
<211>45
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 36
cgaaggtgat cggatgggta ctgtgactat gtigacagta gtaag

<210> 37
<211>50
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 37

5

45

45

gcecgaaggtg atcggatggg tactgtgact atggtgacag tagtaagttg

<210> 38
<211>23
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
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<223> Sintética

<400> 38
tgggcacaac agacaatcgg ctg

<210> 39
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 39

ggtggagagg ctattcgge 19

<210> 40
<211> 17
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 40

gaacacggcg gcatcag 17

<210>41
<211> 29
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 41
ccattatgat gctceatgee tetetgtte

<210> 42
<211> 28
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 42

aggtgagggt acagataagt gttatgag

<210> 43
<211> 27
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 43
tgacaaatgc cctaattata gtgatca

<210> 44
<211> 26
<212> ADN
<213> Artificial
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<220>
<223> Sintética

<400> 44
atcagcagaa accagggaaa gececet 26

<210> 45
<211>21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 45
gggeaagtca gagcattage a 21

<210> 46
<211>21
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> Sintética

<400> 46
tgcaaactgg atgcagcata g 21

<210> 47
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 47
ggccacattc catgggtte 19

<210> 48
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 48
gcaaacaaaa accactggece 20

<210> 49
<211> 37
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 49
ctgttcctet aaaactggac tccacagtaa atggaaa

<210> 50
<211> 22

37

94



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2678221 T3

<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 50
gggcactgga tacgatgtat gg 22

<210>51
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 51
cacagcttgt gcagectec 19

<210> 52
<211> 37
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 52
agaagaagcc tgtactacag catecgtttt acagtea

<210> 53
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 53
accatagtca cagtaccca 19

<210>54
<211> 23
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 54
agcagtctgc aacctgaaga tit 23

<210> 55
<211>18
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 55
cecttggeeg aaggtgat 18

37
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<210> 56
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 56
atagtcacag tacccatcc

<210> 57
<211>23
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 57

agtctgcaac ctgaagattt tge

<210> 58
<211>18
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> Sintética

<400> 58
ccettggeeg aaggtgat

<210> 59
<211> 108
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 59

19

18
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ES 2678221 T3

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Ser
20 25 30

Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu
35 40 45

Ile Tyr Gly Ala Ser Ser Arg Ala Thr Gly Ile Pro Asp Arg Phe Ser
50 55 60

Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Arg Leu Glu
65 70 75 80

Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Gly Ser Ser Pro
85 90 95

Trp Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105

<210> 60
<211>54
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> Sintética

<400> 60
gattttgcag tgtattactg tcageagtat ggtagctecac cttggacgtt cgge 54

<210>61
<211>54
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 61
gattttgcag tgtattactg tcatcaccat ggtcactcac cttggacgtt cggce 54

<210> 62
<211>54
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 62
gcegaacgte caaggtgagt gaccatggtg atgacagtaa tacactgcaa aatc 54

<210> 63

<211> 47
<212> ADN
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<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 63
gcagtgtatt actgtcatca ctatggtcac tcacctigga cgttcgg

<210> 64
<211> 47
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 64
ccgaacgtce aaggtgagig accatagtga tgacagtaat acactge

<210> 65
<211> 24
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 65
aaagagccac ccictcctge aggg 24

<210> 66
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 66
tccaggcacc ctgtetttg 19

<210> 67
<211> 26
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 67
aagtagcetgc tgctaacact ctgact 26

<210> 68
<211> 15
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 68
ctgtcatcac catgg 15

<210> 69
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65

<211> 23
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 69
gcagactgga gcctgaagat ftt

<210>70
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 70
ccgaacgtee aaggtgagtg

<210>71
<211>17
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> Sintética

<400>71
tactgtcatc actatgg 17

<210>72
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 72
gcagactgga geetgaagat tt

<210>73
<211> 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 73
ccgaacgtce aaggtgagty

<210>74
<211>21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(21)

23

20

22

20
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<400> 74

cag cag tat ggt agc tca cct 21
Gln Gln Tyr Gly Ser Ser Pro
1 5

<210> 75
<211>7
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 75

Gln Gln Tyr Gly Ser Ser Pro
1 5

<210> 76
<211>21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(21)

<400> 76

cat cac cat ggt cac tca cct 21
His His His Gly His Ser Pro

<210> 77
<211>7
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 77

His His His Gly His Ser Pro
1 8

<210> 78
<211>21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<220>

<221> CDS
<222> (1)..(21)
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<400> 78

cat cac tat ggt cac tca cct 21
His His Tyr Gly His Ser Pro
1 5

<210>79
<211>7
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Construccion sintética

<400> 79

His His Tyr Gly His Ser Pro
1 5

<210> 80
<211> 108
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 80

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly

1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Ser Ile Ser Ser Tyr
20 25 30

Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile
35 40 45

Tyr Ala Ala Ser Ser Leu Gln Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser Tyr Ser Thr Pro Pro
85 90 95

Ile Thr Phe Gly Gln Gly Thr Arg Leu Glu Ile Lys
100 105

<210>81
<211>50
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> Sintética

<400>81

101



10

ES 2678221 T3

caacttacta ctgtcaacag agttacagta cccctecgat caccttegge 50

<210> 82
<211> 9652
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 82
gcaccacttce
agtttacgca
attctctaga
tttggcgect
gcgcagcgag
agactcggcce
ctctagggca

cggcgattct

gccgggtgtg

gtcgcagcege
ccagcacacc
aagtatagga
ccegegggeg
cgtcctgatc
ttagaacccc
ctggttttcet
gcggagggat

gcacagctag

aggctttggt
gaggtctggt
acttctegeg
cccecectect
cttcecgeceg
agtatcagca
ttccagagag
ctcegtgggg

ttcecgtcegea

ctcecettgte
tggtaccgaa
cgtctggecet
cacggcgagce
gacgctcagg
gaaggacatt
cggaacaggc
cggtgaacgce

gccgggattt

102

cgtgcggege
gttcctatte
ccgaggccte
gctgccacgt
acagcggccce
ttaggacggg
gaggaaaagt

cgatgattat

gggtcgeggt

acgcccaccg
cgaagttcct
cgcgeegggt
cagacgaagg
gctgctcata
acttgggtga
agtcccttet
ataaggacgc

tcttgtttgt

60

120

180

240

300

360

420

480

540



ggatcgctgt
gccgcecgggce
ggtccgegag
gttcccgagt
tggggggcat
ctcttatteg
ctgactggag
ggcagtgcac
tgttggectta
gtcgcaggac
tctggtgagg
ttcttaagta
gtgaagtttt
gttagactag
agctctagat
atcggcatag
tggattgcac
acaacagaca
ggttcttttt
gcggctateg
tgaagcggga
tcaccttgct
gcttgatceg
tactcggatg
cgcgccagcce
cgtgacccat
attcatcgac
ccgtgatatt
tatecgeceget
aagatccgct

aatggaagtt

gatcgtcact
cgcteggtgg
caaggttgcc
cttgaatgga
ggtgggegge

ggtgagatgg

aactcggttt
ccgtaccttt
taatgcaggg
gcagggttcg
ggagggataa
gctgaagctc
ttaggcacct
taaattgtce
tgggaacccg
tataatacga
gcaggttctc
atcggctgcet
gtcaagaccg
tggctggcca
agggactggc
cctgccgaga
gctacctgce
gaagccggtce
gaactgttcg
ggcgatgect
tgtggecgge
gctgaagagce
cccgattcge
gtaagtctgc

tttcectgtca

ES 2678221 T3

tggtgagtag
gacggaagcg
ctgaactggg
agacgcttgt
aagaacccaa
gctggggcac
gtegtectgtt
gggagcgegce
tggggccacc
ggcctagggt
gtgaggegte
cggttttgaa
tttgaaatgt
gctaaattct
ggtctctecga
caaggtgagg
cggcecgettg
ctgatgccge
acctgtccgg
cgacgggegt
tgctattggg
aagtatccat
cattcgacca
ttgtcgatca
ccaggctcaa
gcttgeccgaa
tgggtgtgge
ttggcggega
agcgcatcgce
agaaattgat

tactttgtta

cgggcetgetg
tgtggagaga
ggttgggggg
gaggcgggcet
ggtcttgagg
catctgggga
gcgggggcgg
gccctegteg
tgeeggtagg
aggctctecet
agtttctttg
ctatgcgcecte
aatcatttgg
ggcecgttttt
attgttgaca
aactaaacca
ggtggagagg
cgtgttcegg
tgcectgaat
tcettgegea
cgaagtgeccg
catggctgat
ccaagcgaaa
ggatgatctg
ggcgegeatg
tatcatggtg
ggaccgctat
atgggctgac
cttectatege
gatctattaa

agaagggtga
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ggctggeegg
ccgccaaggg
agcgcagcaa
gtgaggtcgt
ccttcgctaa
ccctgacgtg
cagttatggc
tgtcgtgacg
tgtgeggtag
gaatcgacag
gtcggtttta
ggggttggcg
gtcaatatgt
ggcttttttg
attaatcatc
tccaccatga
ctattcggcet
ctgtcagcge
gaactgcagg
gctgtgecteg
gggcaggatc
gcaatgcggc
catcgcatecg
gacgaagagc
cccgacggeg
gaaaatggcc
caggacatag
cgcttecteg
cttcttgacg
acaataaaga

gaacagagta

ggctttcegtg
ctgtagtctg
aatggcggct
tgaaacaagg
tgcgggaaag
aagtttgtca
ggtgccgttg
tcaccegtte
gcttttetee
gcgcecggace
tgtacctatc
agtgtgtttt
aattttcagt
ttagacgtcg
ggcatagtat
ttgaacaaga
atgactgggc
aggggcgcecc
acgaggcagc
acgttgtcac
tectgtcate
ggctgcatac
agcgagcacg
atcaggggct
aggatctcgt
gcttttctgg
cgttggctac
tgectttacgg
agttcttctg
tgtccactaa

cctacatttt

600

660

720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340

2400



gaatggaagg
tttactgaag
taaacaagca
atagatctct
gtggtttcca
catacacttc
agcccctaga
agggtttcac
agcgagaagc
gtctcagtat
ctcactgatt
tacaggcagg
gggggtcage
ttcaccccee
ttctetctga
ccctggaaag
tgatgcatga
tgattccact
aggtataggg
acatgagcgg
caggecgtcetg
gtgcagggcea
gacctggect
agagccacac
aagttgcatt
ccagagtttc
tttttgaagt
aataataccc
tgctgcecat
atgagtggca
ttgtaaatat

aaatatgctt

attggagcta
gctectttact
aaaccaaatt
cgtgggatca

aatgtgtcag

attctcagta
gaagttccta
cggtggcgeg
taccacagag
tttteccacct
gagggcttte
gctgecttet
agaagtacag
ccacacacac
acctaaatct
gagcaggggg
gtaatgctcc
tcecettgetg
gttcaaatct
tggcttgaca
agtcaggatg
gggaaatgca
ttcceccaggg
ctgaacactc
accttggccet
aagtttatcc
aaacagatct
aagggcagaa
tgagaccctg
caggecgcetga
actggtaatt

ctgataaaga
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cgggggtggg
attgctttat
aagggccagce
ttgtttttet
tttcatagece
ttgttttgec
ttccgaagtt
ccgagagagg
gatgaatgga
aagaagggag
cgagaggatg
ccagcttcag
caaagggaaa
acacacacac
tagcaagcag
ttgtgtacag
ctggactecce
cacaaccagg
gtttccaagt
ggagatggag
atgtcecctac
ctgagtggtc
ccteteecte
acaaacatta
tctteectttg
tgattcagge
agcattacta
aaatgggcag
ggtattacag
ggaatcacag
acaaatgttt

ctgtttttct

ggtggggtgg
gataatgttt
tcattecctce
cttgattcece
tgaagaacga
aagttctaat
cctattectet
aaagagagca
gatcaagccee
ggagatgggg
ctcattccag
atagagcagt
agggaaaggg
acgaaattgt
tttaccagta
gctataccac
caggttctag
ctgggatgcece
tttatccage
actctettte
tcactgctaa
gccaccctca
ccattgettt
tggtgggaaa
gagacaattg
ttcaacagct
atcaaccctt
aataagggga
agacctatag
catcattatc
aaggtcacta

cacatgaaac
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gattagataa
catagttgga
cactcatgat
actttgtggt
gatcagcage
tccatcagac
agaaagtata
gcgataccga
acgtggaaac
tatgtataca
gtgctgtgat
gaggaaaaga
tagcaagagt
gtattgcaat
actgcececttg
agcagtctge
tcttetecatg
tgggcagagg
ttcaaagcat
ctggatgtga
agagaaaagt
cagaagagaa
ccagaaagcc
agcagatcag
atgtggggtt
ggaggaagaa
catactgatg
gccccaaace
ctctggataa
gtgcatctge
caaatacttt

aatgggaacc

atgecectgete
tatcataatt
ctatagatct
tctaagtact
ctectgtteca
ctegacctge
ggaacttcct
aaatgtccte
atgggaaaat
ccteecetgte
aggccatgtg
tatggccatg
gacaactata
ccagaactgce
aaattcagge
ccaccettag
tcgatgtagt
cagacatgtg
ttctecegtgt
ggcaaggagg
ggctttgatg
agtgttcact
atgatttttg
agcattaggc
ctagattgac
acagagatgt
acctatggga
aagacgaagc
tggaagatct
agggaattge
ggagtgtatt

atgtgacaat

2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260

4320



cacagaggtg
ttgaaggecct
actctcetgt
tgtattaaag
agaaatacat
cattgeceect
catgccetge
tatgggetgg

gggtccececge

actaggaatt
ataacatgat
gacatccaga
atcacttgcce
gggaaagccce
aggttcagtg
gaagattttg
gtcataacat
cctggtgecet
ggagactttt
gatccgatca
aaaaggacta
ctgggtctac
gactttgcectt
catgggacat
tgctagaaca
gagtggtacc
aaagacggca
aggccagttt
tttttecettt
gacaggcctc

acaggatcaa

ttgttactat
gatagaccca
atactcccaa
tttgactttt
tcecectecagg
gtgctgagtt
tgattgattt
tcgecaccetg
tcagctecctg
tactcagcca
taatagtaag
tgacccagtc
gggcaagtca
ctaagctcct
gcagtggatc
caacttacta
aaacctccaa
ccatctgctg
gtagagggga
ggaaaatagc
tggcaacagc
catgaccacc
tgaccaagga
gatggatttt
gctgactcac
ccatctgact
cggaggtgea
cctgatagag
tatagtgatg
ctaactctaa

gaaatatcag
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agcaaaaggg
ccctctaaga
tacaactcta
ttccttcaaa
caaatctatg
actaagatga
gcatgttcca
tgcaggagtc
gggctcctge
gtgtgctcag
aatatttgtt
tccatcctece
gagcattagc
gatctatgcet
tgggacagat
ctgtcaacag
ggaagcagat
agagcatttc
ccagggaggc
aaccgagtga
ttgccaccta
cttgagatga
aagttcttta
ccatacacct
acggcaactg
acagcaattg
ggttgaaaaa
ctgccactgt
ttettggggg
ttggatggaa

ggtgttaatt

attgttactc
cttcattaga
aaatatatta
atatctcttg
ctgegectggt
gccagcectg
gagcacagcc
agtctcagtce
tactctggcect
tactgactgg
tttatgtttc
ctgtctgcat
agctatttaa
gcatccagtt
ttcactctca
agttacagta
gtgtgaggac
tcaaactcag
tcctectgaac
ctggactatt
taagagacaa
acttatgcca
ctgcccaaat
tgttatccaa
aagagtgtac
gacattaaac
cactgagttg
gaaatcccaa
tgttgcagtt
tgattcccct

tcecttetget
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tccacatcce
cattccctac
ttccatatag
tcacaacagc
ctgacctggg
cagctgtgct
ccctgecectg
aggacacagc
ccgaggtaag
aacttcaggg
caatctcagg
ctgtaggaga
attggtatca
tgcaaagtgg
ccatcagcag
ccccteccac
gagccacccece
tcaggttttg
tctaagecte
aaagcatccc
atatgtcact
tgtttttgga
gacgtcaatg
aggccaatgg
atcagggcaa
actgcactge
agtgaggaag
actcagtgtt
taggccacca
gggtgccttce

ggtaggaggg

tttaagtaac
gaatggttat
tcecttaggtt
ggctctagag
accctgggga
cagcctgece
aagacttttt
atggacatga
gatggagaac
aagttctctg
tgccagatgt
cagagtcacc
gcagaaacca
ggtcccatca
tctgcaacct
agtgttacaa
agatgctcct
aaagtcattg
ttttgeceeceg
ctctgtggag
cagctggatg
tgcccactga
gacacactct
atctatttaa
cctgctagta
agagcaaggg
aagttgggca
tccaatcatt
tgataaccca
tatgggttcc

tcatctgatt

4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120

6180



cctcecattag
ttctagaact
ccaaagaggt
ccaacacctg
ctgatctgtce
tctttgtaag
cagacctcac
cagctataca
cctgcatgga
ggagcccagg
ttaattgaat
aaagatcact
ctttcaacct
agaaaaatga
ggctcaatct
ggagaagttc
ggctgctgag
cccagetget
gggtcagage
agcgcagctt
ttgcatgtca
aataattaaa
atttagatta
ttgtgttgac
cctgcagggce
gccaggctce
ggttcagtgg
aagattttgce
ttgaaacaaa
tacagatagc
ggggatctta

cagaccaaga

ggtggatgac
ggacaaccga
agtagtctca
tggatgagta
aatctgcttt
gctcttccaa
cctgtcacag
gaataaaaag
caaaaccatc
tctcacttat
gttactcttt
aacaagtaaa
gatccatcat
aaccacagcc
aggtgatggt
taccctcaga
agcagaaagqg
ttgcatgtecc
tctggagaag
ctcttectee
gtgaaaaccc
gctcaatata
catgggtgac
gcagtctcca
cagtcagagt
caggctccte
cagtgggtct
agtgtattac
aacctctgca
tgctgcaatg
aaaaagtaat

tggacagcca
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gttatcagac
gggtgaaagg
gaacagggag
ggggatgecet
ttcttcaagg
gccaacacag
actgaagtgg
actggatagt
ttctgtettt
ctgtgcagtt
taatttetge
tacaagtata
gcatttaggg
ttctattttg
gagacaagag
ctgagccaac
ggaggcagat
ctceccageeg
agctgectcag
tgctactctg
tctcaagtec
aagcaataat
ttttetgttt
ggcaccctgt
gttagcagca
atctatggtg
gggacagact
tgtcagcagt
agaccttcat
acaactcaat
cccttgatat

ggtttaagca

atgtcaattt
actggatcaa
agacagactg
gagatcctgg
atcaggcagc
ataatttgac
ttgtttecatc
ttagaggatc
agggaaatgg
gtgaaagtcc
aaagaatgag
tccggaagat
agctgactgg
tttctaacag
gacacagggg
ggccttttet
tgtctetgea
ccetgecagte
ttaggaccca
gctcccaggt
tgttacctgg
tetggetett
tatttccaat
ctttgtectec
gctacttage
catccagcag
tcactctcac
atggtagctc
tgtttactag
tttagcatct
atttttgact

cagtttcaca
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tctacagtac
gcaacaatgg
agtccctceca
ggtggatggg
agagacccag
aaaacactgt
ctactaaggg
acccaagaaa
tatcactacc
tcacacccac
acagcttctg
aaagttgtaa
gcacaagttg
acttgtacca
ttaaattctg
ggcctgatca
gctgecaagee
cagagcccat
gagggaacca
gaggggaaca
caactetget
ctgggaagac
ctcagatacc
aggggaaaga
ctggtaccag
ggccactgge
catcagcaga
acctcccaca
attataccag
cttetetget
ctgattcetg

gtaatggcca

ttgacctgee
caatgggtgc
ctaactcagce
aggtggggca
aagcttcatg
atctgcatcce
taaactatac
tagttctttg
ctgaggattt
agtgctgagg
gaccctcagg
tagactctte
gagcagaaag
aacattctgt
tggeegeagg
cctgggeatg
cagcacccge
atcaatgcct
tggaaacccce
tgggatggtt
cagtcaatac
aatgggtttg
accggagaaa
gccaccctet
cagaaacctg
atcccagaca
ctggagectg
gtgattcage
ctgectteett
tgggcatttt
catttttecct

ctggatcaga

6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040

8100



10

tttacatcag
acaaataatc
gtgtgcagat
gaaaatcatt
ctgcataata
atcaaagtat
ttttgaaaaa
agtactataa
aaaatcctaa
gtcaaggatg
gcctgaatac
aaaatttgca
ttcaactgtg
gatgagtaag
gtgaggcatc
aaaagagatt
agggacacga
tctgatggcece
gagggcattt
ggagaaaaaa
actaaaaagg
gccaaatatt
tttttagtcet
tagcacgcce
cccgacatag
catacagtgt
<210> 83
<211> 10867

<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> Sintética

<400> 83

tggatgtcag
aaaattggaa
aaaattcaaa
agattcaaga
aaaaatgcta
caattattta
taaaagaaaa
aaatgtcaat
agtatactcce
tagaatagcc
ctggaatata
aacgtgctta
gegtacgete
ggatagaaaa
tcaattgcaa
tttgttaagg
ctggagatta
agtattgact
aagatttgcce
agattaaatt
aacccttgta
gtattggttg
ttctececettt
taagatctag
ataagcttat

cagattttet
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taaaggtccce
aagaagaatt
tttgtctaca
tcaatttatt
aaaattaaca
aaaaaaatag
cctaagtaaa
tcttcaaaga
aatttaaatt
acagtgaacc
gtgtgggtgg
tttttggaaa
aggtcaattc
ttagttcatc
gattttctet
ggaaagtaat
aacgtaagta
tttagaggct
atgggttgca
gctctaaact
tttctaagga
ttgctgatta
tgtttgataa
atgcatgctc
cgataccgtc

gtttatcaag

aaccagagcc
aaagctgtca
gagaaactac
aattcataga
ttataaaaca
actaaataca
tagaaattca
ttaaaatatt
aagaagctaa
tgaagaaaca
cagtatggtg
taatcactac
caaagagtac
ttaaggaaca
gcatcggtceca
taagttaaca
atttttcact
taaataggag
aaagttaaac
gaatgacaca
gcaaaagtaa
tgcatgatac
attattttgt
gagtgccatt
gacctcgagg

ctagtgagat
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ataaggcaac
taattcactg
taaaattgac
ttcaaaaatc
aacacaccat
ctgacgtctc
gttcaaagac
gattacatat
tctaaatatt
ccaaaatgag
atggtgagat
gcagatgtag
cagattcttt
gccaagcgcet
ggttagtgat

ctgtggatca

attgtcttcet
tttggtaaag
tcagcttcaa
aagtaaaaaa
atttattttt
agaaaagtgg
cagacaacaa
tcattacctce
gggggcccgg

taggggcaaa

aacaatagca
atgaaggatt
atgagaaata
aatttcattt
ttacaaaaac
cagaatatta
tgaatgtctce
aagaaaaatc
atatgggaat
aacttccagt
cagaagttta
ccaaaccctce
caaaaagtca
agccagttaa
attaacagcg
cctteggcececa
gaaatttggg
attggtaaat
aaatggattt
aaaaagtgta
gttcactctt
aaaaatacat
taaaaatcaa
tttctecgea
tacccecgtgg

aa

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8940

9000

9060

9120

9180

9240

9300

9360

9420

9480

9540

9600

9652



gcaccacttc
agtttacgca
attctctaga
tttggecgecet
gcgecagegag
agactcggcc
ctctagggcea
cggcgattct
gcegggtgtg
ggatcgctgt
gccgeccgggce
ggtcecgegag
gttcccgagt
tggggggeat
ctcttattcg
ctgactggag
ggcagtgcac
tgttggctta
gtcgcaggac
tctggtgagg
ttcttaagta
gtgaagtttt
gttagactag
agctctagat
atcggcatag
tggattgcac
acaacagaca
ggttettttt
gcggctatecg
tgaagcggga
tcaccttget

gcttgatceg

gtcgcagege
ccagcacacc
aagtatagga
cccgegggcg
cgtcctgatce
ttagaaccce
ctggttttct
gcggagggat
gcacagctag
gatcgtcact
cgcteggtgg
caaggttgce
cttgaatgga
ggtgggegge
ggtgagatgg
aactcggttt
ccgtaccttt
taatgcaggg
gcagggttcg
ggagggataa
gctgaagctc
ttaggcacct
taaattgtcc
tgggaacccg
tataatacga
gcaggttctc
atcggctgct
gtcaagaccg
tggctggcca
agggactgge
cctgcecgaga

gctacctgce

ES 2678221 T3

aggctttggt
gaggtctggt
acttctegeg
ccccectect
cttcegececg
agtatcagca
ttccagagag
ctecegtgggg
ttcegtcgea
tggtgagtag
gacggaagcg
ctgaactggg
agacgcttgt
aagaacccaa
gctggggeac
gtcgtctgtt
gggagcgcege
tggggccacce
ggcctagggt
gtgaggegte
cggttttgaa
tttgaaatgt
gctaaattct
ggtctctcga
caaggtgagg
cggcegettg
ctgatgccge
acctgtcegg
cgacgggegt
tgctattggg
aagtatccat

cattcgacca

ctcecttgte
tggtaccgaa
cgtetggecet
cacggcgagce
gacgctcagg
gaaggacatt
cggaacaggc
cggtgaacgc
gccgggattt
cgggetgetg
tgtggagaga
ggttgggggyg
gaggeggget
ggtcttgagg
catctgggga
gcgggggcgy
gcectegteg
tgeeggtagg
aggctctcct
agtttctttg
ctatgcgcetce
aatcatttgg
ggcecgttttt
attgttgaca
aactaaacca
ggtggagagg
cgtgtteegg
tgccctgaat
tccttgegea
cgaagtgccg
catggctgat

ccaagcgaaa
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cgtgeggege
gttcctatte
ccgaggecte
gctgccacgt
acagcggccce
ttaggacggg
gaggaaaagt
cgatgattat
gggtcgeggt
ggctggeegg
ccgccaaggg
agcgcagcaa
gtgaggtcgt
ccttcgectaa
ccctgacgtg
cagttatggc
tgtcgtgacg
tgtgcggtag
gaatcgacag
gtcggtttta
ggggttggeg
gtcaatatgt
ggcttttttg
attaatcatc
tccaccatga
ctattcgget
ctgtcagcge
gaactgcagg
gctgtgetecg
gggcaggate
gcaatgcgge

catcgcatcg

acgcccaccqg
cgaagttcct
cgecgecgggt
cagacgaagg
gctgctcata
acttgggtga
agtcccttct
ataaggacgc
tcttgtttgt
ggctttcegtg
ctgtagtctg
aatggcggct
tgaaacaagg
tgcgggaaag
aagtttgteca
ggtgecegttg
tcaccecgtte
gcttttctee
gcgcecggace
tgtacctatc
agtgtgtttt
aattttcagt
ttagacgtcg
ggcatagtat
ttgaacaaga
atgactgggce
aggggcgcecc
acgaggcagc
acgttgtcac
tcctgtcecatce
ggctgcatac

agcgagcacg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860

1920



tacteggatg
cgcgccagcece
cgtgacccat
attcatcgac
ccgtgatatt
tatcgeceget
aagatccgcect
aatggaagtt
gaatggaagg
tttactgaag
taaacaagca
atagatctct
gtggtttcca
catacacttc
agcccctaga
agggtttcac
agcgagaagc
gtctcagtat
ctcactgatt
tacaggcagg
gggggtcage
ttcaccececce
ttctectectga
ccctggaaag
tgatgcatga
tgattccact
aggtataggg
acatgagcgg
caggcgtctg
gtgcagggca

gacctggcct

gaagccggtc
gaactgttcg
ggcgatgect
tgtggeegge
gctgaagagc
cccgattege
gtaagtctgce
tttectgtcea
attggagcta
gctetttact
aaaccaaatt
cgtgggatca
aatgtgtcag
attctcagta
gaagttccta
cggtggcgceg
taccacagag
tttteccacct
gagggcttte
gctgecttet
agaagtacag
ccacacacac
acctaaatct
gagcaggggg
gtaatgctcc
tceettgetg
gttcaaatct
tggcttgaca
agtcaggatg
gggaaatgca

ttcceccaggg
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ttgtcgatca
ccaggctcaa
gcttgcecgaa
tgggtgtgge
ttggcggega
agcgecatcge
agaaattgat
tactttgtta
cggggatggg
attgctttat
aagggccagce
ttgtttttet
tttcatagcc
ttgttttgce
ttccgaagtt
ccgagagagg
gatgaatgga
aagaagggag
cgagaggatg
ccagcttcag
caaagggaaa
acacacacac
tagcaagcag
ttgtgtacag
ctggactccc
cacaaccagg
gtttccaagt
ggagatggag
atgtccctac
ctgagtggtc

cctcteecte

ggatgatctg
ggcgegeatg
tatcatggtg
ggaccgctat
atgggctgac
cttctatege
gatctattaa
agaagggtga
ggtggggtag

gataatgttt
tcattcctce
cttgattcce
tgaagaacga
aagttctaat
cctattctet
aaagagagca
gatcaagccc
ggagatgggyg
ctcattccag
atagagcagt
agggaaaggg
acgaaattgt
tttaccagta
gctataccac
caggttctag
ctgggatgcc
tttatccagc
actctctttc
tcactgctaa
gccacccteca

ccattgecttt
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gacgaagagc
ccecgacggceg
gaaaatggcc
caggacatag
cgcttecteg
cttcttgacg
acaataaaga
gaacagagta
gattagataa
catagttgga
cactcatgat
actttgtggt
gatcagcagc
tccatcagac
agaaagtata
gcgataccga
acgtggaaac
tatgtataca
gtgctgtgat
gaggaaaaga
tagcaagagt
gtattgcaat
actgcccttg
agcagtctgc
tcttctecatg
tgggcagagg
ttcaaagcat
ctggatgtga
agagaaaagt
cagaagagaa

ccagaaagce

atcaggggct
aggatctegt
gcttttetgg
cgttggctac
tgctttacgg
agttcttctg
tgtccactaa
cctacatttt
atgcctgcete
tatcataatt
ctatagatct
tctaagtact
ctctgttcceca
ctcgacctge
ggaacttcct
aaatgtcctc
atgggaaaat
ccteceetgte
aggccatgtg
tatggccatg
gacaactata
ccagaactgce
aaattcaggc
ccacccttag
tcgatgtagt
cagacatgtg
ttcteegtgt
ggcaaggagg
ggctttgatg

agtgttcact

atgatttttg

1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720

3780



agagccacac
aagttgcatt
ccagagtttc
tttttgaagt
aataataccc
tgctgcccat
atgagtggca
ttgtaaatat
aaatatgctt
cacagaggtg
ttgaaggcct
actctcctgt
tgtattaaag
agaaatacat
cattgccect
catgcecctge
tatgggetgg

gggtccececge

actaggaatt
ataacatgat
gacatccaga
atcacttgcc
gggaaagccc
aggttcagtg
gaagattttg
gtcataacat
cctggtgect
ggagactttt
gatccgatca
aaaaggacta
ctgggtctac

gactttgcett

ctgaacactce
accttggcct
aagtttatcc
aaacagatct
aagggcagaa
tgagaccctg
caggcgctga
actggtaatt
ctgataaaga
ttgttactat
gatagaccca
atactcccaa
tttgactttt
tcecctccagg
gtgctgagtt
tgattgattt
tcgcaccctg
tcagctcctg
tactcagcca
taatagtaag
tgacccagte
gggcaagtca
ctaagctcct
gcagtggatc
caacttacta
aaacctccaa
ccatctgcetg
gtagagggga
ggaaaatagc
tggcaacagc
catgaccacc

tgaccaagga

ES 2678221 T3

acaaacatta
tctteetttg
tgattcaggce
agcattacta
aaatgggecag
ggtattacag
ggaatcacag
acaaatgttt
ctgtttttet
agcaaaaggg
ccctctaaga
tacaactcta
ttccttcaaa
caaatctatg
actaagatga
gcatgttecca
tgcaggagtc
gggctectge
gtgtgcteag
aatatttgtt
tcecatectee
gagcattagc
gatctatget
tgggacagat
ctgtcaacag
ggaagcagat
agagcatttc
ccagggaggce
aaccgagtga
ttgccaccta
cttgagatga

aagttcttta

tggtgggaaa
gagacaattg
ttcaacagct
atcaaccctt
aataagggga
agacctatag
catcattatc
aaggtcacta
cacatgaaac
attgttacte
cttcattaga
aaatatatta
atatctcttg
ctgegetggt
gcecagcecectg
gagcacagcc
agtctcagte
tactctgget
tactgactgg
tttatgttte
ctgtetgeat
agctatttaa
gcatccagtt
ttcactctca
agttacagta
gtgtgaggac
tcaaactcag
tcectectgaac
ctggactatt
taagagacaa
acttatgcca

ctgcccaaat
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agcagatcag
atgtggggtt
ggaggaagaa
catactgatg
gcecccaaace
ctctggataa
gtgcatctge
caaatacttt
aatgggaacc
tccacatece
cattccctac
ttccatatag
tcacaacagce
ctgacctggg
cagctgtget
ccectgecetg
aggacacagc
ccgaggtaag
aacttcaggg
caatctcagg
ctgtaggaga
attggtatca
tgcaaagtgg
ccatcagcag
ccecteceac
gagccaccee
tcaggttttg
tctaagectce
aaagcatcce
atatgtcact
tgtttttgga

gacgtcaatg

agcattagge
ctagattgac
acagagatgt
acctatggga
aagacgaagc
tggaagatct
agggaattgce
ggagtgtatt
atgtgacaat
tttaagtaac
gaatggttat
tcettaggtt
ggctctagag
accctgggga
cagcctgeee
aagacttttt
atggacatga
gatggagaac
aagttctctg
tgccagatgt
cagagtcacc
gcagaaacca
ggtcccatca
tctgcaacct
agtgttacaa
agatgctcct
aaagtcattg
ttttgcececg
ctectgtggag
cagctggatg
tgcccactga

gacacactct

3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640

5700



catgggacat
tgctagaaca
gagtggtacc
aaagacggca
aggccagttt
ttttteettt
gacaggccte
acaggatcaa
cctececattag
ttctagaact
ccaaagaggt
ccaacacctg
ctgatctgte
tctttgtaag
cagacctcac
cagctataca
cctgeatgga
ggagcccagg
ttaattgaat
aaagatcact
ctttcaacct
agaaaaatga
ggctcaatct
ggagaagttc
ggctgctgag
cccagctget
gggtcagagc
agcgcagcett
ttgcatgtca
aataattaaa

atttagatta

gatggatttt
gctgactecac
ccatctgact
cggaggtgca
cctgatagag
tatagtgatg
ctaactctaa
gaaatatcag
ggtggatgac
ggacaaccga
agtagtctca
tggatgagta
aatctgcttt
gctcttecaa
cctgtcacag
gaataaaaag
caaaaccatc
tctcacttat
gttactecttt
aacaagtaaa
gatccatcat
aaccacagcc
aggtgatggt
taccctcaga
agcagaaagg
ttgcatgtece
tctggagaag
ctecttectee
gtgaaaaccc
gctcaatata

catgggtgac
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ccatacacct
acggcaactg
acagcaattg
ggttgaaaaa
ctgccactgt

ttecttggggg

ttggatggaa

ggtgttaatt
gttatcagac
gggtgaaagg
gaacagggag
ggggatgeet

ttcttcaagg
gccaacacag
actgaagtgg
actggatagt
ttctgtcttt
ctgtgcagtt
taatttctge
tacaagtata
gcatttaggg
ttctattttg
gagacaagag
ctgagccaac
ggaggcagat
ctcccageceg
agctgctcag
tgctactctg
tctcaagtce
aagcaataat

ttttetgttt

tgttatccaa
aagagtgtac
gacattaaac
cactgagttg
gaaatcccaa
tgttgcagtt
tgattccecct
tcecttetget
atgtcaattt
actggatcaa
agacagactg
gagatcctgg
atcaggcagce
ataatttgac
ttgtttcatc
ttagaggatc
agggaaatgg
gtgaaagtcc
aaagaatgag
tccggaagat
agctgactgg
tttctaacag
gacacagggg
ggccttttet
tgtctctgea
ccctgecagte
ttaggaccca
gctececaggt
tgttacctgg
tctggctctt

tatttccaat
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aggccaatgg
atcagggcaa
actgcactge
agtgaggaag
actcagtgtt
taggccacca
gggtgccttce
ggtaggaggg
tctacagtac
gcaacaatgg
agtccctcca
ggtggatggg
agagacccag
aaaacactgt
ctactaaggg
acccaagaaa
tatcactacc
tcacacccac
acagcttctg
aaagttgtaa
gcacaagttg
acttgtacca
ttaaattctg
ggcctgatca
gctgcaagcecce
cagagcccat
gagggaacca
gaggggaaca
caactctgct
ctgggaagac

ctcagatacc

atctatttaa
cctgctagta
agagcaaggg
aagttgggca
tccaatcatt
tgataaccca
tatgggttce
tcatctgatt
ttgacctgee
caatgggtgce
ctaactcagc
aggtggggca
aagcttcatg
atctgecatcc
taaactatac
tagttctttg
ctgaggattt
agtgctgagg
gaccctcagg
tagactcttce
gagcagaaag
aacattctgt
tggcegeagg
cctgggcatg
cagcaccege
atcaatgcct
tggaaaccce
tgggatggtt
cagtcaatac
aatgggtttg

accggagaaa

5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500

7560



ttgtgttgac
cctgcagggce
gccaggctce
ggttcagtgg
aagattttgce
ttgaaacaaa
tacagatagce
ggggatctta
cagaccaaga
tttacatcag
acaaataatc
gtgtgcagat
gaaaatcatt
ctgcataata
atcaaagtat
ttttgaaaaa
agtactataa
aaaatcctaa
gtcaaggatg
gcctgaatac
aaaatttgca
ttcaactgtg
actctgttce
gtggtggacg
tgcttectca
ctctgcaate
tcgagaattg
taacttgtct
gcecttggtca
gtgtgtacac
tgattcttca

cggatgccag

gcagtctcca
cagtcagagt
caggctcctce
cagtgggtet
agtgtattac
aacctctgceca
tgctgcaatg
aaaaagtaat
tggacagcca
tggatgtcag
aaaattggaa
aaaattcaaa
agattcaaga
aaaaatgcta
caattattta
taaaagaaaa
aaatgtcaat
agtatactcc
tagaatagcce
ctggaatata
aacgtgctta
gcgtacgecac
cctttggtga
ttcggccaag
gttgtctgtg
agcctctgat
attgcacatt
aagtaatagc
attgtcagaa
ttttggcecag
ctgttgctaa

ggatctaaca

ES 2678221 T3

ggcaccctgt
gttagcagca
atctatggtg
gggacagact
tgtcagcagt
agaccttcat
acaactcaat
cccttgatat
ggtttaagca
taaaggtcce
aagaagaatt
tttgtctaca
tcaatttatt
aaaattaaca
aaaaaaatag
cctaagtaaa
tcttcaaaga
aatttaaatt
acagtgaacc
gtgtgggtgg
tttttggaaa
ctgctcgaaa
gaagggtttt
ggaccaaggt
tcttetgtte
atccttcagg
ttetttgaag
ttcagaaatg
agggagtttt
gggaccaagc
ttagtttact

aacttcattc

ctttgtctec
gctacttagce
catccagcag
tcactctcac
atggtagctc
tgtttactag
tttagcatct
atttttgact
cagtttcaca
aaccagagcc
aaagctgtca
gagaaactac
aattcataga
ttataaaaca
actaaataca
tagaaattca
ttaaaatatt
aagaagctaa
tgaagaaaca
cagtatggtg
taatcactac
agggagttga
tgttcagcaa
ggaaatcaaa
cctgtgtcta
gaaaagataa
agcaagcaag
tcctggggaa
tgtataggag
tggagatcaa

ttgtgttect

ccaggttagg

112

aggggaaaga
ctggtaccag
ggccactggc
catcagcaga
acctcccaca
attataccag
cttctectget
ctgattcctg
gtaatggcca
ataaggcaac
taattcactg
taaaattgac
ttcaaaaatc
aacacaccat
ctgacgtcte
gttcaaagac
gattacatat
tctaaatatt
ccaaaatgag
atggtgagat
gcagatgtag
gcttcagcag
gacaatggag
cgtgagtaga
tgaagtgatc
agataagtct
attcagtcat
cataacatgt
ggaagttaag
acgtaagtac
ttgtgtggat

tacagaggag

gccaccctet
cagaaacctg
atcccagaca
ctggagcctg
gtgattcagce
ctgcttectt
tgggcatttt
catttttecct
ctggatcaga
aacaatagca
atgaaggatt
atgagaaata
aatttcattt
ttacaaaaac
cagaatatta
tgaatgtctce
aagaaaaatc
atatgggaat
aacttccagt
cagaagttta
ccaaacccte
ctgacccagg
agctctcact
atttaaactt
tataagctga
gtagtcaaac
tgggtgagaa
tctggacaga
aggaaccatt
ttttttecac
tttcattagt

gggaaattgt

7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420

9480



10

15

tccacaggaa
ggggaaagag
tcactgtgat
ctcaattatt
ggttgaataa
agctgagcaa
gggaagaaat
gagaggtttt
ggaccaaggt
aaatttggag
ttctttcaaa
agcgctagcc
agtgatatta
ggatcacctt
tcttctgaaa
gtaaagattg
cttcaaaaat
aaaaaaaaaa
tttttgttca
agtggaaaaa
aactataaaa
acctctttct
gceccggtace
ggcaaaa
<210> 84
<211> 23
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 84

gctagcttgt
gcttgectgag
tcactttecgg
cgtgagattt
acctggtgac
atagacgaat
agctagattt
tgttgagggg
ggagatcaaa
cgtttttgtg
aagtcagatg
agttaagtga
acagcgaaaa
cggccaaggg
tttgggtctg
gtaaatgagg
ggatttggag
gtgtaactaa
ctcttgccaa
tacatttttt
atcaatagca
ccgcacccga

acgtggcata

tcttttgece cggatecgat cag 23

<210> 85
<211> 23
<212> ADN
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ggctaatttt
ctttcaggga
ccctgggacc
tagtgcecatt
ccagaagtaa
cattgggttt
ttctctgaac
aaagggtgag
cgtaagtgca
tttgagatat
agtaagggat
ggcatctcaa
gagatttttg
acacgactgg
atggccagta
gcatttaaga
aaaaaaagat
aaaggaaccc
atattgtatt
agtctttctce
cgccctaaga

catagataaa

cagtgtcaga

taagatttct
ggtttttgta
aaagtggata
gtatcatttg
atagcaggac
gagaggagaa
aagcagccta
atccctcact
ctttcctaat
tagctcaggt
agaaaattag
ttgcaagatt
ttaaggggaa
agattaaacg
ttgactttta
tttgccatgg
taaattgctc
ttgtatttct
ggttgttgcet
ccttttgttt
tctagatgca
gcttatcgat

ttttctgttt

113

aaatcaaaat
aagggaaaag
tcaaacgtaa
tgcaagtttt
accagaaaat
taggattcat
tctcatatga
gtggctcact
gctttttett
caattccaaa
ttcatcttaa
ttctetgeat
agtaattaag
taagtaattt
gaggcttaaa
gttgcaaaag
taaactgaat
aaggagcaaa
gattatgcat
gataaattat
tgctecgagtg
accgtcgacc

atcaagctag

aacttcattg
ttaagacgaa
gtacatctgt
gtgatatttt
gaacttaaaa
gggggaaatg
ttggcttcaa
ttcggeggag
ataaggtttt
gagtaccaga
ggaacagcca
cggtcaggtt
ttaacactgt
ttcactattg
taggagtttg
ttaaactcag
gacacaaagt
agtaaattta
gatacagaaa
tttgtcagac
ccatttcatt
tcgagggggyg

tgagattagg

9540

9600

9660

9720

9780

9840

9900

9960

10020

10080

10140

10200

10260

10320

10380

10440

10500

10560

10620

10680

10740

10800

10860

10867
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<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 85
gggaggctcce tetgaactet aag 23

<210> 86
<211>21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 86
gtccagtcac tcggttgeta t 21

<210> 87
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 87
cttcaactgt ggegtacgea cc 22

<210> 88
<211>21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 88
acgcagatgt agccaaacce t 21

<210> 89
<211>20
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 89
cagctgctga agctcaactc 20

<210> 90
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 90
aagaagcaca cgactgaggc ac 22

<210>91

114



10

15

20

25

30

35

40

<211>24
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 91
ctcactggat ggtgggaaga tgga 24

<210> 92
<211> 16
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 92
gtaaaacgac ggccag 16

<210>93
<211>17
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 93
caggaaacag ctatgac 17

<210> 94
<211> 39
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 94

ES 2678221 T3

Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser Tyr Ser Thr
1 5 10 15

Pro Tyr Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg Ala Asp
20 25 30

Ala Ala Pro Thr Val Ser Ile
35

<210> 95
<211> 39
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 95
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10

15

20

25

30

35

ES 2678221 T3

Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser Tyr Ser Thr
1 5 10 15

Pro Phe Thr Phe Gly Pro Gly Thr Lys Val Asp Ile Lys Arg Ala Asp
20 25 30

Ala Ala Pro Thr Val Ser Ile
35

<210> 96
<211> 39
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Sintética

<400> 96

Glu Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Gly Ser Ser
1 5 10 15

Pro Arg Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg Ala Asp
20 25 30

Ala Ala Pro Thr Val Ser Ile
35

<210> 97
<211> 38
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 97

Glu Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Gly Ser Ser
1 5 10 15

Arg Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg Ala Asp Ala
20 25 30

Ala Pro Thr Val Ser Ile
35

<210> 98
<211>39
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 98
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10

15

20

25

30

35

Glu Pro

Pro Trp

Ala Ala

<210>99
<211> 39
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 99

Asp Pro

Pro Arg

Ala Ala

<210> 100
<211> 39
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Sintética

<400> 100

Glu Pro
1

Pro Arg

Ala Ala

<210> 101
<211> 39
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 101

Glu Asp

Thr Phe
20

Pro Thr
35

Glu Asp

Thr Phe
20

Pro Thr
35

Glu Asp

Thr Phe
20

Pro Thr
35

ES 2678221 T3

Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Gly Ser Ser
5 10 15

Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg Ala Asp
25 30

Val Ser Ile

Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Gly Ser Ser
5 10 15

Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg Ala Asp
25 30

Val Ser Ile

Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Gly Ser Ser
5 10 15

Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg Ala Asp
25 30

Val Ser Ile
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10

15

20

25

30

35

Glu Pro
1

Pro Trp

Ala Ala

<210> 102
<211> 39
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 102

Glu Pro
1

Pro Pro

Ala Ala

<210> 103
<211> 39
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 103

Glu Pro
1

Pro Tyr

Ala Ala

<210> 104
<211> 39
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 104

Glu Asp

Thr Phe
20

Pro Thr
35

Glu Asp

Thr Phe
20

Pro Thr
35

Glu Asp

Thr Phe
20

Pro Thr
35

ES 2678221 T3

Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Gly Ser Ser
5 10 15

Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg Ala Asp
25 30

Val Ser Ile

Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Gly Ser Ser
5 10 15

Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg Ala Asp
25 30

Val Ser Ile

Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Gly Ser Ser
5 10 15

Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg Ala Asp
25 30

Val Ser Ile
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Glu Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Gly Ser Ser
1 5 10 15

Ile Phe Thr Phe Gly Pro Gly Thr Lys Val Asp Ile Lys Arg Ala Asp

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

20 25 30

Ala Ala Pro Thr Val Ser Ile
35

<210> 105
<211>51
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 105
caacttacta ctgtcaacag agttacagta cccctcecac agtgttacaa g 51

<210> 106
<211>51
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 106
caacttacta ctgtcaccat agtcacagta cccatcccac agigttacaa g 51

<210> 107
<211>51
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 107
cttgtaacac tgtgggatgg gtactgtgac tatggtgaca gtagtaagtt g 51

<210> 108
<211>41
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 108
gcagtgtatt actgtcagca gtatggtage tcacctccea ¢ 41

<210> 109
<211> 60
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 109
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ES 2678221 T3

agattttgca gtgtattact gtcaccatcea tggtcactea ccteccacag tgattcaget

<210> 110
<211> 60
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 110

agatttigca gtgtattact gtcaccatca tggtcactca cctececacag tgattcaget

<210> 111
<211>18
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 111
aacttactac tgtcacca

<210> 112
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 112
cagcagtctg caacctgaa

<210> 113
<211> 18
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 113
ggctegtect cacacatc

<210> 114
<211> 17
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 114
ttactgtcac catcatg

<210> 115
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

18

19

18

i)

120

60

60
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ES 2678221 T3

<400> 115
gcagactgga gcctgaaga 19

<210> 116
<211> 23
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 116
aagctgaatc actgtgggag gig 23

<210> 117
<211>51
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 117
caacttacta ctgtcaacag agttacagta ccecteccac agtgttacaa g

<210> 118
<211>54
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 118
attttgcaac ttactactgt caacatagtc acagtaccca tceccacagtg ttac

<210> 119
<211>54
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 119
gtaacactgt gggatgggta ctgtgactat gttgacagta gtaagttgca aaat

<210> 120
<211>41
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 120
gcagtgtatt actgtcagcea gtatggtage tcacctecca ¢ 41

<210> 121
<211>56
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

121

51

54

54
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<223> Sintética

<400> 121

ES 2678221 T3

attttgcagt gtattactgt caccattatg gtcactcacc tcccacagtg attcag

<210> 122
<211>56
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 122

ctgaatcact gtgggaggtg agtgaccata atggtgacag taatacactg caaaat

<210> 123
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 123
cttactactg tcaacatag

<210> 124
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 124
cagcagtctg caacctgaa

<210> 125
<211> 18
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 125
ggctegtect cacacate

<210> 126
<211> 17
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 126
tactgtcacc attatgg

<210> 127
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

19

18

17

19

122
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50

<220>
<223> Sintética

<400> 127
gcagactgga gectgaaga

<210> 128
<211>23
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 128
aagctgaatc actgtgggag gtg

<210> 129
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 129
aagaagcaca cgactgaggc ac

<210> 130
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 130
ggaagatgga tacagttggt gc

<210> 131
<211> 95
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 131

19

23

22

22

ES 2678221 T3

123



10

15

20

Glu Ile
1
Glu Arg
Tyr Leu
Ile Tyr
50
Gly Ser
65
Pro Glu
<210> 132
<211> 96
<212> PRT
<213> Artificial
<220>
<223> Sintética
<400> 132
Glu Ile
1.
Glu Arg
Tyr Leu
Ile Tyr
50
Gly Ser
65
Pro Glu
<210> 133
<211> 95
<212> PRT
<213> Artificial
<220>

Val

Ala

Ala

35

Gly

Gly

Asp

Val

Ala

Ala

35

Gly

Gly

Asp

Leu

Thr
20

Trp

Ala

Ser

Phe

Leu

Thr
20

Trp

Ala

Ser

Phe

Thr

Leu

Tyr

Ser

Gly

Ala
85

Thr

Leu

Tyr

Ser

Gly

Ala
85

ES 2678221 T3

Gln

Ser

Gln

Ser

Thr

70

Val

Gln

Ser

Gln

Ser

Thr

70

Val

Ser

Cys

Gln

Arg

55

Asp

Tyr

Ser

Cys

Gln

Arg

55

Asp

Tyr

Pro

Arg

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Pro

Arg

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

124

Gly

Ala

25

Pro

Thr

Thr

Cys

Gly

Ala

25

Pro

Thr

Thr

Cys

Thr

10

Ser

Gly

Gly

Leu

His
90

Thr

10

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln
90

Leu

Gln

Gln

Ile

Thr

75

His

Leu

Gln

Gln

Ile

Thr

75

Gln

Ser

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Tyr

Ser

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Tyr

Leu

vVal

Pro

45

Asp

Ser

Gly

Leu

Val

Pro

45

Asp

Ser

Gly

Ser

Ser

30

Arg

Arg

Arg

His

Ser

Ser

30

Arg

Arg

Ser

Pro

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Ser
95

Pro
15

Ser

Phe

Ser
95

Gly

Ser

Leu

Ser

Glu
80

Gly

Ser

Leu

Ser

Glu

80

Pro



10

15

<223> Sintética

<400> 133

Asp

1

Asp

Leu

Tyr

Ser

65

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln His Ser His

<210> 134
<211> 95
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

Ile

Arg

Asn

Ala

50

Gly

<223> Sintética

<400> 134
Asp
1

Asp

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

<210> 135

Ile

Arg

Asn

Ala

50

Gly

Asp

Gln

Val

Trp

35

Ala

Ser

Gln

val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Met Thr

Thr Ile

20

Tyr Gln

Ser Ser

Gly Thr

85

Met Thr

Thr Ile

20

Tyr Gln

Ser Ser

Gly Thr

Ala Thr
85

ES 2678221 T3

Gln

Thr

Gln

Asp

70

Gln

Thr

Gln

Asp
70

Tyr

Ser

Cys

Lys

Gln

55

Phe

Ser

Cys

Lys

Gln

55

Phe

Tyr

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

125

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Ser Leu Ser

10

Ser Gln Ser

Lys Ala Pro

Val Pro Ser

Thr Ile Ser

75

90

Ser Leu
10

Ser Gln

Lys Ala

Val Pro

Thr Ile

75

Gln Ser
90

60

Ser

Ser

Pro

Ser

60

Ser

Tyr

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ser Thr His

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Thr

Val

15

Ser

Leu

Ser

Gln

95

val

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro
80
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15

20

25

<211> 95
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Sintética

<400> 135
Asp
1

Asp

Tyr

Ile

Arg

Asn

Ala

Gln Met

Thr
20

Val

Trp
35

Tyr

Ala Ser

50

Ser
65

Glu

<210> 136
<211> 506
<212> ADN

Gly

Asp

Ser Gly

Phe Ala

<213> Desconocido

<220>

<223> mamifero

<400> 136

atggagtttg
aatagaaaaa
ttectgaccag
tgggggagge
cacctttagce
ggtctcaget
gttcaccatc
agccgacgac
gggaaccctg

<210> 137
<211>134
<212> PRT

ggctgagctg
ttgagtgtga
ggtttctttt
ttggtacagc
aactctccaa
attagtggta
tccagagaca
acggccgtat

gtcaccgtct

ES 2678221 T3

Thr Gln Ser

Ile Thr Cys

Gln Gln Lys

Gln
55

Ser Leu

Thr Asp Phe

70

Thr
85

Tyr Tyr

getttttett
atggataaga
tgtttgcagg
ctggggggtce
tgagctgggt
gtggtagtaa
attccaagaa
attactgtgc

cctcag

Pro Ser

10

Ala
25

Arg

Pro
40

Gly

Ser Gly

Thr Leu

Cys Gln

90

gtggctattt
gtgagagaaa
tgteccagtgt
cctgagactc
ccgecaggcet
cacattctac
cacgctgecat

gaaaggttac

126

Ser

Ser

Lys

Val

Thr

His

Leu Ser

Gln Ser

Ala Pro

Ala

Ile

Lys

Ser
15

Ser Ser

30

Leu Leu

45

Ser
60

Pro

Ile Ser

75

Ser His

taaaaggtaa
cagtggatac
gaggtgcage
tcctgtgeag
ccagggaagg
gcagactccg
ctgcaagtga

tactttgact

Arg

Ser

Ser

Phe

Leu

Thr Lys

95

ttcatggaga
gtgtggcagt
tgttggagte
cctetggatt
ggctggagtg
tgaagggccg
acagcctgag

actggggcca

val Gly

Tyr

Ile

Ser Gly

Gln Pro

80

60
120
180
240
300
360
420
480

506
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15

20

<213> Desconocido

<220>
<223> mamifero

<400> 137
Met Glu
1

Val Gln

Pro Gly

Ser Asn
50

Glu Trp
65

Asp Ser

Thr Leu

Tyr Tyr

Leu Val
130

<210> 138
<211> 263
<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 138

catctacagc atctgtctag
aataggattt ggacctgagc
ctggactagg teccttaacta

atggcagtaa atacagagat

Phe

Cys

Gly

35

Ser

Val

Val

His

Cys

115

Thr

Gly Leu

Glu Vval
20

Ser Leu

Pro Met

Ser Ala

Lys Gly
85

Leu Gln
100

Ala Lys

Val Ser

acagtccctg aagacactga ttc

<210> 139
<211> 2239
<212> ADN

ES 2678221 T3

Ser

Gln

Arg

Ser

Ile

70

Arg

Val

Gly

Ser

Trp

Leu

Leu

Trp

55

Ser

Phe

Asn

Tyr

Leu

Leu

Ser

40

Val

Gly

Thr

Ser

Tyr
120

127

Phe

Glu

25

Cys

Arg

Ser

Ile

Leu

105

Phe

Leu Val
10

Ser Gly

Ala Ala

Gln Ala

Gly Ser
75

Ser Arg
90

Arg Ala

Asp Tyr

Ala

Gly

Ser

Pro
60

Asn

Asp

Asp

Trp

Ile

Gly

Gly

45

Gly

Thr

Asn

Asp

Gly
125

Leu

Leu

30

Phe

Lys

Phe

Ser

Thr

110

Gln

Lys

15

Val

Thr

Gly

Tyr

Lys

95

Ala

Gly

gggttacaaa aagtctatgg gatacaattc ctcagaaagg
atactgctge ctaacacatg aaatggcagt tcttctceccag
agaaatgcac tgctcatgaa tatgcaaatt acccaagtct

gtccacaccc tgaagacaac ctatggccaa tgtcctctece

Gly

Gln

Phe

Leu

Ala

80

Asn

Val

Thr

60

120

180

240

263



<213> Homo sapiens

<400> 139

ggtgtgtcct
cctceccatte
tatgtcttcece
gttattcctg
cagagctttg
aacacagagc
tgagggagct
accgtctcag

gttttcaata

tccaagtatc
ctgggtagag
cactgatgtc
agggaagaga
gagcttttct
tgtcagtggc
gggtectggat
gaggaagagg

gcaataggaa

ES 2678221 T3

cctgceccette
ggtctcecttg
ttcagcttce
gaggaggtgg
ttcttctace
tttgcececetg
gcatttcagce
ttggagattt

tctectecagtt

cttcaggtgt

ttectttecee
tecttttetge
gagatgaggc
ccagtttcta
catgttaatt
cacagctgct
ttctgatgtg

gtatgtcegce

128

gatgctgatc
aatcttctcecce
cctteecage
tttattecctg
cgagttecctc
ctttggtcat
gttccacttce
tcctcaatece

tgagaattta

catgcatctt
cagcagccac
agatgagtct
aaagaatgga
cagtgcctgt
gtagtggtgg
cccacacaga
tgggagaaaa

aacaataact

60

120

180

240

300

360

420

480

540



5

tctttataat
cttatgtgac
ctgcaagtca
tctggtgtac
aaataatata
atactcagaa
gaattcttta
aattactgac
taagatttca
gactcagtat
ttttaactgt
aaattacgtt
gtggtgagat
ctgeccectatg
aaccgcacac
tacaaataag
aaatgtatga
ggtaatcacc
gaacctcacg
tggtgagaag
cattgtaaaa
ttgatactat
tttaaaaata
aattacaaaa
caataggaaa
gacatgctcet
ggagatatgc
agctctgaga
tgaacagaga
<210> 140

<211> 200
<212> ADN

actaaatttt
atttgctgge
ctgaatttca
taaagaaaat
tttgttatag
actgcaaata
actggaatac
tcacaagtaa
ctttaacaaa
ggtgagaggg
aatcatcgtt
tttttteett
catagctctce
tagctgggac
ttcaattatg
tggatagata
cactcaagaa
acagtgtgta
agctgtgacc
cacaggccca
cccacctgtg
ataccatggt
tgcagtttat
ttataagatt
gcacaatttc
gagccccact
aaatagagcc
gaggagccca

gaactcacc

ES 2678221 T3

aaacaatcca
ctctcceceea
caagatgtaa
gtgctaattt
catgcctaca
acacacatat
tgttcctecat
ttatactgag
atcttgaaaa
aaataatggg
atctcgattg
cggagacatg
tgcagecctca
tacaggtgtg
cagtatttat
atttgttaaa
aataaaactg
cacatcacac
cctgtgtget
gatgceccagg
cttttgctga
ttctectgegt
gtagatctat
tttaggtttt
ccaatgettt
atctccaaag
ctecegtetge

gccctgggat

atgaatatat
gataaggtca
ggtctcttga
gcagcttact
tctecagget
taaggagctt
tagaatcaac
caagaagcca
atagatctga
gaggcaggaa
ttattttgga
gttttgettt
gaccctgggt
caccaccatg
tatatagcaa
gattgatgga
taggaaactt
catgttccca
gggcttggtt
ctcactctga
taatttttca
atgtaaaaat
ggtacctcaa
aaggtttaag
caatatcaca
gcctctecace
tgatgaaaac

tttecaggtgt

129

ctaatttaat
tattctcttce
ttatactata
aaaattagtt
gagtagaagc
tctaaataaa
acattcttta
cacaaatgaa
attaacaaag
tgagaggaac
tacacaggtg
gtegteccagg
ctccagcaat
ctecggecttca
taatgecctca
aagatagata
gcttttettt
ttacagagaa
cagggagaag
ccaaaagtga
tctttaacat
aaaagatgat
taaaactgtt
tttatcacaa
gatctcececg
ccagagctta
cagcccagece

tttcatttgg

tttttattag
ctgtttgttce
acatcaataa
gttttagtaa
tttgtttgta
tactatgggt
tacacaacca
attgaaaata
atgagaggtt
acagggaggc
agcacacgtg
ctggagctcce
cctecetecet
gtgcgtatta
ataagggtat
ccaacatgag
atatttgtta
aaggttctgce
tcaggtccag
gcactgggga
ggaaataata
tggtgctaac
ttaaaataaa
aacaaactga
aggacattct
ctatatagta
ctgaccctge

tgatcaggac

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2239
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20

25

<213> Homo sapiens
<400> 140

gtgagtcctec acaacctctce

ggaaataagg gtgctgggtc
aggatgccct gaggcaacag
cctecctgage ccagcagcac
<210> 141
<211> 255
<212> ADN
<213> Mus musculus

<400> 141

ctgagcattg cagactaatc
ggaaataaac tgtctaggga
aaactaagaa tctgtgtgat
gaggctcatt tgaagaagat

agttggagat tttca

<210> 142
<211> 4798
<212> ADN
<213> Desconocido

<220>
<223> mamifero

<400> 142

ES 2678221 T3

tcctgettta actctgaagg gttttgetge atttttgggg
tcctgccaag agagcccegg agcagcectgg ggggetcagg

cggccacaca gacgaggggc aagggctcca gatgctectt

ttggatattt gtccctgagg gagccggectg agagaagttg

tctcagagce tttaggacag attatctcca catctttgaa

ggtgttggtg gagtccctgg atgatgggat agggactttg

gctaaaacaa tcctatggct ggagggatag ttggggctgt

130

60

120

180

200

60

120

180

240

255



ctcgagcatc
gaaaggaata
ctccagctgg
aagtctatgg
ctctccacag
tgccattteca
ggggtaccga
tgcccaaggt
cataagcctg
ccagaacctt
atgactgttt
cegtgggteg

ctaaaacaaa

tacagcatct
ggatttggac
actaggtcct
cagtaaatac
tcecctgaaga
ttacctcettt
aaccttgege
tgeegggtga
ttecggttegt
gaccgaacgc
ttttggggta
atgtttgatg

gttaaacatc

ES 2678221 T3

gtctaggggt
ctgagcatac
taactaagaa
agagatgtcc
cactgattct
ctcecgecacce
tcgttegeca
cgcacaccgt
aagctgtaat
agcggtggta
cagtctatgc
ttatggagca

atgagggaag

tacaaaaagt
tgctgcctaa
atgcactgct
acaccctgaa
aactataacg
gacatagatg
gccaggacag
ggaaacggat
gcaagtagcg
acggcgcagt
ctcgggcatce
gcaacgatgt

cggtgatcgce

131

ctatgggata
cacatgaaat
catgaatatg
gacaacctat
gtcctaaggt
catctgcaga
aaatgcctcg
gaaggcacga
tatgcgctca
ggcggtttte
caagcagcaa
tacgcagcag

cgaagtatcg

caattccteca
ggcagttctt
caaattaccc
ggccaatgtc
agcgatcgag
attcgecccett
acttcgctge
acccagtgga
cgcaactggt
atggcttgtt
gcgcgttacg
ggcagtcgcc

actcaactat

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780



cagaggtagt
acggctccge
tgaccgtaag
cggcttccece
acgacatcat
gcaatgacat
tgctgacaaa
ttgatceggt
actcgececgcece
ggtacagcgce
agcgcctgecce
aagaagaaga
aaggcgagat
agcacactgg
tccttcaggt
tgttectttece
cctcttttet
gggagatgag
ccccagttte
tgcatgttaa
gccacagcectg
ttttctgatg
ttgtatgtcc
caatgaatat
cagataaggt
aaggtctctt
ttgcagctta
catctccagg
attaaggagc
attagaatca

agcaagaagc

tggcgtcatc
agtggatgge
gcttgatgaa
tggagagagc
tcegtggegt
tcttgcaggt
agcaagagaa
tcectgaacag
cgactgggct
agtaaccggce
ggcccagtat
tecgettggee
caccaaggta
cggccgttac
gtgatgctga
ccaatcttct
gcecttececceca
gctttattce
tacgagttcc
ttetttggte
ctgttccact
tgtcctcaat
gctgagaatt
atctaattta
catattctct
gattatacta
ctaaaattag
ctgagtagaa
tttctaaata
acacattctt

cacacaaatg

ES 2678221 T3

gagcgccatce
ggcctgaagc
acaacgcggc
gagattctcc
tatccagcta
atcttcgagce
catagcgttg
gatctatttg
ggcgatgagc
aaaatcgegce
cagcccgtcea
tcgegegeag
gtcggcaaat
tagtggcgeg
tccatgecatce
cccagcagcce
gcagatgagt
tgaaagaatg
tccagtgect
atgtagtggt
tccccacaca
cctgggagaa
taaacaataa
attttttatt
tcectgtttgt
taacatcaat
ttgttttagt
gctttgtttg
aatactatgg
tatacacaac

aaattgaaaa

tcgaaccgac
cacacagtga
gagctttgat
gcgctgtaga
agcgcgaact
cagccacgat
ccttggtagg
aggcgctaaa
gaaatgtagt
cgaaggatgt
tacttgaagc
atcagttgga
aatgtctcct
ccggtgtgtce
ttcecteccat
actatgtctt
ctgttattce
gacagagctt
gtaacacaga
ggtgagggag
gaaccgtecte
aagttttcaa
cttctttata
agcttatgtg
tcctgcaagt
aatctggtgt
aaaaataata
taatactcag
gtgaattctt
caaattactg

tataagattt

132

gttgctggcece
tattgatttg
caacgacctt
agtcaccatt
gcaatttgga
cgacattgat
tccagecggeg
tgaaacctta
gcttacgttg
cgctgeecgac
tagacaggct
agaatttgtc
aggcacgaag
cttccaagta
tcctgggtag
cccactgatg
tgagggaaga
tggagctttt
gctgtcagtg
ctgggtctgg
aggaggaaga
tagcaatagg
atactaaatt
acatttgctg
cactgaattt
actaaagaaa
tatttgttat
aaactgcaaa
taactggaat
actcacaagt

cactttaaca

gtacatttgt
ctggttacgg
ttggaaactt
gttgtgcacg
gaatggcagc
ctggctatct
gaggaactct
acgctatgga
tceccgeattt
tgggcaatgg
tatcttggac
cactacgtga
ggcgaattce
tcectgeect
agggtctcct
tcttcagett
gagaggaggt
ctttcttecta
gctttgeccecce
atgcatttca
ggttggagat
aatctctcag
ttaaacaatc
gcetctecee
cacaagatgt
atgtgctaat
agcatgccta
taacacacat
actgttccte
aattatactg

aaatcttgaa

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1520
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580

2640



aaatagatct
gggaggcagg
tgttattttg
tggttttget
cagaccctgg
tgcaccacca
attatatagc
aagattgatg
tgtaggaaac
accatgttcc
ctgggettgg
ggctcactct
gataattttt
gtatgtaaaa
atggtacctc
ttaaggttta
ttcaatatca
aggcctctca
gctgatgaaa
attttcaggt
gggctgaget
attgagtgtg
gggtttettt
cttggtacag
caactctcca
tattagtggt
ctccagagac
cacggccgta
ggtcaccgte
ttgctgecatt
agcctggggg

ggctccagat

gaattaacaa
aatgagagga
gatacacagg
ttgtecgtcceca
gtctccagea
tgcteggett
aataatgcct
gaaagataga
ttgecttttet
cattacagag
ttcagggaga
gaccaaaagt
catctttaac
ataaaagatg
aataaaactg
agtttatcac
cagatctecce
ccccagagcet
accagcccag
gttttcattt
ggctttttet
aatggataag
ttgtttgcag
cctggggggt
atgagctggg
agtggtagta
aattccaaga
tattactgtg
tcctecaggtg
tttgggggga
gctcaggagg

gctecettect
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agatgagagg
acacagggag
tgagcacacg
ggctggaget
atcctectec
cagtgcgtat
caataagggt
taccaacatg
ttatatttgt
aaaaggttct
agtcaggtcc
gagcactggg
atggaaataa
attggtgcta
ttttaaaata
aaaacaaact
cgaggacatt
tactatatag
ccctgaccct
ggtgatcagg
tgtggctatt
agtgagagaa
gtgtccagtg
ccctgagact
tcegecagge
acacattcta
acacgctgca
cgaaaggtta
agtcctcaca
aataagggtg
atgccctgag

cctgagccceca

ttgactcagt
gcttttaact
tgaaattacg
cegtggtgag
ctctgcecta
taaaccgcac
attacaaata
agaaatgtat
taggtaatca
gcgaacctca
agtggtgaga
gacattgtaa
tattgatact
actttaaaaa
aaaattacaa
gacaatagga
ctgacatgct
taggagatat
gcagctctga
actgaacaga
ttaaaaggta
acagtggata
tgaggtgcag
ctcctgtgea
tccagggaag
cgcagactcc
tctgcaagtg
ctactttgac
acctctctce
ctgggtctce
gcaacagcgg

gcagcacctg

133

atggtgagag
gtaatcatcg
ttttttttec
atcatagctc
tgtagctggg
acttcaatta
agtggataga
gacactcaag
ccacagtgtg
cgagctgtga
agcacaggcc
aacccacctg
atataccatg
tatgcagttt
aattataaga
aagcacaatt
ctgagcccca
gcaaatagag
gagaggagcc
gagaactcac
attcatggag
cgtgtggcag
ctgttggagt
gcctctggat
gggctggagt
gtgaagggcc
aacagcctga
tactggggcece
tgctttaact
tgccaagaga
ccacacagac

agcattgcag

ggaaataatg
ttatctcgat
ttcggagaca
tctgcagcect
actacaggtg
tgcagtattt
taatttgtta
aaaataaaac
tacacatcac
cccctgtgtg
cagatgccca
tgcttttgct
gtttctctge
atgtagatct
tttttaggtt
tcccaatgcet
ctatctccaa
ccctecgtet
cagccctggg
catggagttt
aaatagaaaa
tttctgacca
ctgggggagg
tcacctttag
gggtctcage
ggttcaccat
gagccgacga
agggaaccct
ctgaagggtt
gccccggage
gaggggcaag

actaatcttg

2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500

4560
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gatatttgtc cctgagggag ccggctgaga gaagttggga aataaactgt ctagggatct
cagagccttt aggacagatt atctccacat ctttgaaaaa ctaagaatct gtgtgatggt
gttggtggag tccctggatg atgggatagg gactttggag gctcatttga agaagatgct

aaaacaatcc tatggctgga gggatagttg gggctgtagt tggagatttt cactcgag

<210> 143
<211>8

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>
<223> mamifero

<400> 143

Ala Lys Gly Tyr Tyr Phe Asp Tyr
1 5

<210> 144
<211>5

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>
<223> mamifero

<400> 144

Asp Tyr Ser Asn Tyr
1 5

<210> 145
<211> 445
<212> ADN
<213> Desconocido

<220>
<223> mamifero

<400> 145

ctecgagecac
tgcaatgtga
tccggctgag
gccaggcccc
cttattacgce
ccctctatcet
aaaccacagt

tcaccgtgtc

<210> 146
<211> 448
<212> ADN

catggagttce
agtgcagttg
ctgcgcagcecc
tggtaagggg
tgatagcgtg
tcagatgaat
gacatactac

cagcgcctga

gggctgtcct
ctggagtccg
agtggtttca

ctggaatggg

aagggacgct
agccteccegeg
tactattatg

agagc

ggctttttet
gggggggcect
cgttcagtag
tgtcagctat
tcacaatctc

ctgaggacac

gcatggacgt

134

tgtggccatt
tgtgcagcct
ttatgctatg
ttececggecage
tcgggacaac
cgctgtttat

ctggggtcag

ctgaagggtg
ggaggatcac
tcttgggtge
ggcggatcta
tccaaaaaca
tactgecgcca

ggaacaaccg

4620

4680

4740

4798

60

120

180

240

300

360

420

445
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<213> Desconocido

<220>
<223> mamifero

<400> 146
ctecgagceccac
tgcaatgtga
tcecggetgag
gccaggeccce
cttattacgce
ccctctatct
aagattattc

ccgtcacegt

<210> 147
<211> 430
<212> ADN

catggagttc
agtgcagttg
ctgcgcagcee
tggtaagggg
tgatagcgtg
tcagatgaat
aaattactac

gtccagegec

<213> Desconocido

<220>
<223> mamifero

<400> 147
ctcgagccac
tgcaatgtga
tccggetgag
gccaggececc
cttattacge
ccctctatct
aaaccacagt
cctgaagagc

<210> 148

<211> 433
<212> ADN

catggagttc
agtgcagttg
ctgcgcagcce
tggtaagggg
tgatagcgtg
tcagatgaat

gacatacttt

<213> Desconocido

<220>
<223> mamifero

<400> 148

ES 2678221 T3

gggctgteccect
ctggagtccg
agtggtttca
ctggaatggg
aagggacgct
agcctcecgeg
tactactatt

tgaagagc

gggctgtecct
ctggagtccg
agtggtttca
ctggaatggg
aagggacgct
agcctcegeg

gattactggg

ggctttttet
gggggggcct
cgttcagtag
tgtcagctat
tcacaatcte
ctgaggacac

atggcatgga

ggctttttct
gggggggcct
cgttcagtag
tgtcagctat
tcacaatctc
ctgaggacac

gacaggggac

135

tgtggccatt
tgtgcagecct
ttatgctatg
ttececggecage
tcgggacaac
cgctgtttat

cgtctggggt

tgtggccatt
tgtgcagecct
ttatgctatg
ttceggecage
tcgggacaac
cgctgtttat

cctegtecace

ctgaagggtg

ggaggatcac
tcttgggtge
ggcggatcta
tccaaaaaca
tactgecgcca

cagggaacaa

ctgaagggtg
ggaggatcac
tcttgggtge
ggcggatcta
tccaaaaaca
tactgcgecca

gtctcttctg

60

120

180

240

300

360

420

448

60

120

180

240

300

360

420

430



10

ctcgageccac

tgcaatgtga
tccggcetgag
gccaggececc
cttattacge
ccctctatet
aagattattc
ctgcctgaag
<210> 149

<211> 141
<212> PRT

catggagtte

agtgcagttg
ctgecgecagec
tggtaagggg
tgatagcgtg
tcagatgaat
aaattactac

agc

<213> Desconocido

<220>
<223> mamifero

<400> 149

Met

1

Val

Pro

Ser

Glu

Gln

Gly

Ser

Phe Gly

Glu
20

Cys

Gly Ser

35

Tyr Ala

50

Glu

65

Asp

Thr

Tyr

Asp

Trp

Ser

Leu

Tyr

Val

Val Ser

vVal

Lys

Leu
100

Tyr

Cys Ala

115

Gly

130

ES 2678221 T3

gggctgtecct

ctggagteccg
agtggtttca
ctggaatggg
aagggacgct
agcctececgeg

tttgattact

Leu Ser

Trp

Val Gln

Leu Arg Leu

Met Ser

Trp
55

Ala Ile Ser

70

Gly Arg Phe

Gln Met Asn

Lys Thr Thr

Gln Thr

135

Gly

ggctttttcet

gggggggcct
cgttcagtag
tgtcagctat
tcacaatctc

ctgaggacac

ggggacaggg

Leu Phe

10

Glu
25

Leu

Ser
40

Cys

Val Arg

Gly Ser

Thr Ile

90

Leu
105

Ser

Val
120

Thr

Thr Val

136

Leu

Ser

Ala

Gln

Gly

Ser

Arg

Tyr

Thr

tgtggccatt

tgtgcagcct
ttatgctatg
tteceggeage
tcgggacaac
cgctgtttat

gaccctegtce

Val Ala

Gly

Gly

Ala Ser

Ile

Gly

Gly

ctgaagggtyg

ggaggatcac
tcttgggtge
ggcggatcta
tccaaaaaca
tactgcgcca

accgtctett

Leu Lys

15

Leu Val

30

Phe Thr

45

Ala Pro

60

Gly Ser

75

Arg Asp

Ala

Glu

Tyr Tyr

Gly

Thr

Asn

Asp

Tyr

Lys Gly

Tyr Tyr

Ser Lys

95

Thr
110

Ala

Tyr Gly

125

Val Ser

140

Ser

Gly

Gln

Phe

Leu

Ala

80

Asn

Val

Met

60

120

180

240

300

360

420

433
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<210> 150
<211> 140
<212> PRT
<213> Desconocido

<220>
<223> mamifero

<400> 150

Met Glu
1

Val Gln

Pro Gly

Ser Ser
50

Glu Trp
65

Asp Ser

Thr Leu

Tyr Tyr

Met Asp
130

<210> 151
<211>17

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>
<223> mamifero

<400> 151
tgcggecegat cttagee

<210> 152
<211>21

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>
<223> mamifero

Phe

Cys

Gly

35

Tyr

val

vVal

Tyr

Cys

115

Val

Gly

Glu

20

Ser

Ala

Ser

Lys

Leu

100

Ala

Trp

17

Leu

Val

Leu

Met

Ala

Gly

Gln

Lys

Gly

ES 2678221 T3

Ser

Gln

Arg

Ser

Ile

70

Arg

Met

Asp

Gln

Trp

Trp

55

Ser

Phe

Asn

Tyr

Gly
135

Leu

Leu

Ser

40

Val

Gly

Thr

Ser

Ser

120

Thr

137

Phe

Glu

25

Cys

Arg

Ser

Ile

Leu

105

Asn

Thr

Leu

10

Ser

Ala

Gln

Gly

Ser

90

Arg

Tyr

val

vVal

Gly

Ala

Ala

Gly

75

Arg

Ala

Tyr

Thr

Ala

Gly

Ser

Pro

60

Ser

Asp

Glu

Tyr

Val
140

Ile

Gly

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

Tyr
125

Leu

Leu

30

Phe

Lys

Tyr

Ser

Thr

110

Tyr

Lys

15

val

Thr

Gly

Tyr

Lys

95

Ala

Tyr

Gly

Gln

Phe

Leu

Ala

80

Asn

val

Gly
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<400> 152
acgagcgggat tcggeccatt ¢

<210> 153

<211> 18

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>
<223> mamifero

<400> 153
ttgaccgatt ccttgegg

<210> 154

<211> 20

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>
<223> mamifero

<400> 154
tcaggtgtga tgctgatceca

<210> 155
<211>25

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>
<223> mamifero

<400> 155
tgcatcttce teeecattect gggta

<210> 156

<211> 20

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>
<223> mamifero

<400> 156
tggctgetgg gagaagatig

<210> 157
<211>18

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>
<223> mamifero

<400> 157
cccagcagcec actatgte

<210> 158
<211>25

<212> ADN

<213> Desconocido

ES 2678221 T3
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20
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<220>
<223> mamifero

<400> 158
tccecactgat gtettcaget tecte 25

<210> 159

<211> 23

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>
<223> mamifero

<400> 159
ccctcaggaa taacagactce atc 23

<210> 160
<211>19

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>
<223> mamifero

<400> 160
aagggcceggt tcaccatct 19

<210> 161

<211> 26

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>
<223> mamifero

<400> 161
ccagagacaa ttccaagaac acgcetg 26

<210> 162
<211>18

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>
<223> mamifero

<400> 162
cggctctcag getgttca 18

<210> 163

<211> 20

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>
<223> mamifero

<400> 163
gcagcctctg gattcacctt 20

<210> 164
<211> 24
<212> ADN

139
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<213> Desconocido

<220>
<223> mamifero

<400> 164
agcaactctc caatgagctg gagte 24

<210> 165
<211>21

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>
<223> mamifero

<400> 165
tcacggagtc tgegtagaat g 21

<210> 166

<211> 20

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>
<223> mamifero

<400> 166
ctcagtgatt ctggecctge 20

<210> 167

<211> 32

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>
<223> mamifero

<400> 167
tgctccacag ctacaaaccc cttcctataa tg 32

<210> 168
<211>21

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>
<223> mamifero

<400> 168
ggatgatggc tcagcacaga g 21

<210> 169
<211>19

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>
<223> mamifero

<400> 169
gatggagagg ctattcgge 19

<210>170

140
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<211>23
<212> ADN
<213> Desconocido

<220>
<223> mamifero

<400> 170
tgggcacaac agacaategg ctg 23

<210> 171
<211>17

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>
<223> mamifero

<400> 171
gaacacggcg gcatcag 17

<210> 172

<211> 23

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>
<223> mamifero

<400> 172
ggtgtgegat gtaccctctg aac 23

<210> 173

<211> 32

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>
<223> mamifero

<400> 173
ctaaaaatgce tacacctggg gcaaaacacc tg 32

<210> 174
<211>25

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>
<223> mamifero

<400> 174
tgtggcagtt taatccagct ttate 25

<210> 175

<211> 28

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>
<223> mamifero

<400> 175
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gatgggaaga gactggtaac atttgtac 28

<210> 176

<211> 27

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>
<223> mamifero

<400> 176
cctcecactgt gttaatgget gecacaa 27

<210> 177

<211> 26

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>
<223> mamifero

<400> 177
ttcctetatt teactcetttg aggete 26

<210> 178
<211>20

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>
<223> mamifero

<400> 178
tggtcacctc caggagcectc 20

<210> 179

<211> 30

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>
<223> mamifero

<400> 179
agtctctget teccectigt ggetatgage 30

<210> 180
<211>21

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>
<223> mamifero

<400> 180
gctgcagggt gtatcaggtg c 21

<210> 181

<211> 17

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>
<223> mamifero

142
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<400> 181
gccatgcaag geccaage 17

<210> 182
<211>24

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>
<223> mamifero

<400> 182
ccaggaaaat getgecagag cetg

<210> 183
<211>24

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>
<223> mamifero

<400> 183
agttcttgag ccttagggtg ctag

24

24

ES 2678221 T3
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REIVINDICACIONES

1. Una rata o ratén que en su genoma de linea germinal comprende, en un locus de cadena pesada de
inmunoglobulina endégena, una secuencia de nucleétidos de regién variable de cadena pesada de inmunoglobulina
humana reordenada bajo el control de un promotor y unida operativamente a una secuencia génica de region
constante de cadena pesada enddgena, en la que la secuencia de nuclettidos de region variable de cadena pesada
reordenada codifica la secuencia de V43-23/X1X2/Jn, en la que X1 y X, es cualquier aminoacido, y en la que todos
los segmentos génicos Vu, Du y Ju funcionales enddgenos estan delecionados del locus de cadena pesada de
inmunoglobulina endégena o se han hecho no funcionales.

2. Larata o el raton de la reivindicacion 1, en la que:

(a) X1 es Glyy X, es Tyr;

(b) el segmento génico Jy humano se selecciona del grupo que consiste en Jy1, Ju2, Ju3, Ju4, Ju5, Ju6 y una
variante polimérfica de los mismos; o

(c) la secuencia de nuclettidos de regidn variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada
codifica la secuencia de V3-23/GY/Ju4-4 humana (SEQ ID NO: 137).

3. El ratén segun la reivindicacion 1.

4. La rata o el raton de la reivindicacion 1, en el que la secuencia génica de la region constante de cadena pesada
se selecciona de un Cnx1, una bisagra, un Cy2, un Cy3 y una combinacion de los mismos.

5. Larata o el ratén de la reivindicacién 1, en la que:

(a) todos los segmentos génicos Vu, Dy y Ju funcionales enddgenos se reemplazan por la secuencia de
nucleétidos de region variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada;

(b) un dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina codificado por la secuencia de nucleétidos de
region variable de cadena pesada reordenada, no es inmundgeno para la rata o el raton; o

(c) larata o el ratén comprende un gen Adam6a, un gen Adaméb, o ambos.

6. La rata o el ratdn de la reivindicacién 1, en la que la rata o el ratén comprende adicionalmente una secuencia de
nucleétidos que codifica un segmento génico V de cadena ligera (V) de inmunoglobulina humana no reordenada y
un segmento génico J de cadena ligera (J.) de inmunoglobulina humana no reordenada.

7. Larata o el raton de la reivindicacion 6, en la que:

(a) la secuencia de nuclettidos que codifica el segmento génico V de cadena ligera (VL) no reordenada y el
segmento génico de cadena ligera (J.) no reordenada, esta unida operativamente a una secuencia génica de
regiéon constante de cadena ligera de inmunoglobulina; o

(b) el segmento génico de cadena ligera (V) de inmunoglobulina humana no reordenada y el segmento génico
(JL) de inmunoglobulina humana no reordenada estan unidos operativamente, en un locus enddgeno de rata o
de ratdn, a una secuencia génica de regién constante de inmunoglobulina de rata o de raton.

8. La rata o el raton de la reivindicacién 7, en la que la secuencia génica de region constante de cadena ligera se
selecciona de una secuencia génica de region constante de rata, una secuencia génica de regién constante de ratén
0 una secuencia génica de region constante humana.

9. La rata o el ratén de la reivindicacion 8, en la que la secuencia génica de region constante de rata o de raton se
selecciona de una secuencia génica de regién constante de ratén y una secuencia génica de regioén constante de
rata.

10. Un método de creacién de una rata o un raton, comprendiendo el método:

(a) modificar un genoma de una rata o de un ratén para delecionar o hacer no funcionales los segmentos génicos
Vu, Du y Ju de cadena pesada de inmunoglobulina funcional endégena; y

(b) colocar en el genoma, en el locus de cadena pesada de inmunoglobulina enddégena, una secuencia de
nucleétidos de regidn variable de cadena pesada de inmunoglobulina reordenada, en el que la secuencia de
nucleétidos de la regién variable de cadena pesada reordenada, codifica la secuencia de Vy3-23/X1X2/Jn unida
operativamente a una secuencia de region constante de cadena pesada endégena, en la que X; y X2 es
cualquier aminoécido.

11. Larata o el raton de la reivindicacion 1, que adicionalmente comprende en su genoma:
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un locus de cadena ligera de inmunoglobulina que comprende uno o mas segmentos génicos V. y J. de cadena
ligera de inmunoglobulina humana, pero menos que el nimero de segmentos de tipo silvestre, unidos
operativamente a una secuencia de acido nucleico de region constante de cadena ligera.

La rata o el ratén de la reivindicacién 11, en la que:

() X1 es Gly y X, es Tyr;

(b) el segmento génico J4 humano se selecciona del grupo que consiste en Jyl, Ju2, Ju3, Ju4d, Ju5, Jub y una
variante polimorfica de los mismos;

(c) la secuencia de nuclettidos de regién variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada
codifica la secuencia de Vy3-23/GY/Jn4-4 humana (SEQ ID NO: 137);

(d) el uno o mas segmentos génicos V| y J. de cadena ligera de inmunoglobulina humana, pero menos que el
namero de segmentos de tipo silvestre, estan unidos operativamente a la secuencia de acido nucleico de region
constante de cadena ligera de un locus enddgeno;

(e) el locus de cadena ligera de inmunoglobulina comprende dos segmentos génicos V. humanos, Vk1-39 y
Vk3-20;

(f) al menos uno de los segmentos génicos V. o J. de cadena ligera humana, codifica uno o0 mas codones de
histidina que no estan codificados por un segmento génico de regién variable de cadena ligera de la linea
germinal humana correspondiente; o

(g) al menos uno de los segmentos génicos V. comprende una adicién o sustitucién de al menos un codén no de
histidina codificado por la secuencia del segmento V. de la linea germinal humana correspondiente, con un
codon de histidina.

La rata o el ratén modificado de la reivindicacion 12, en la que el codon de histidina afiadido o sustituido esta

presente en la CDR3.

14.

Un método para obtener una secuencia de acido nucleico que codifica un dominio variable de cadena ligera (V)

de inmunoglobulina capaz de unirse a un antigeno independientemente de un dominio variable de cadena pesada,
que comprende:

15.

16.

(a) inmunizar a una rata o a un ratén segun la reivindicacién 11, 12 o 13, con un antigeno de interés o con un
inmundgeno del mismo;

(b) permitir que la rata o el raton genere una respuesta inmunitaria;

(c) aislar, de la rata o del ratéon inmunizado, una célula que comprenda una secuencia de acido nucleico que
codifiqgue un dominio variable de cadena ligera que pueda unirse al antigeno; y

(d) obtener de la célula, una secuencia de acido nucleico que codifique el dominio variable de cadena ligera
(dominio V), que pueda unirse al antigeno.

El método de la reivindicacion 14, en el que:

(i) la etapa de aislamiento (c) se realiza por separacién de células activadas por fluorescencia (FACS) o
citometria de flujo;

(ii) la célula que comprende la secuencia de acido nucleico que codifica el dominio variable de cadena ligera que
se une al antigeno, es un linfocito, en el que opcionalmente el linfocito comprende linfocitos citoliticos naturales,
linfocitos T o linfocitos B;

(i) el método comprende adicionalmente: (c)’ la fusion del linfocito con una célula cancerosa, siendo
opcionalmente la célula cancerosa una célula de mieloma;

(iv) la secuencia de acido nucleico de (d) esta fusionada con una secuencia de acido nucleico que codifica una
secuencia de acido nucleico de region constante de inmunoglobulina;

(v) la secuencia de acido nucleico de region constante de cadena ligera es una secuencia kappa humana o una
secuencia lambda humana;

(vi) la secuencia de acido nucleico de (d) comprende una 0 mas sustituciones o inserciones de codones de
histidina que proceden del segmento génico V|, no reordenado en el genoma del roedor.

Un método para crear una proteina de unién a antigeno, que comprende un dominio variable de cadena ligera de

inmunoglobulina que puede unirse a un antigeno independientemente de un dominio variable de cadena pesada,
que comprende:

(a) inmunizar a una rata 0 a un ratén modificado genéticamente segun la reivindicacién 11, 12 o 13, con un
primer antigeno que comprende un primer epitopo o una parte inmunégena del mismo, en el que el roedor
comprende adicionalmente en su genoma:

(i) dos 0 mas segmentos génicos de region variable de cadena ligera (V. y J.) de inmunoglobulina humana,

pero menos que el nimero de segmentos de tipo silvestre, unidos operativamente a una secuencia de acido
nucleico de regién constante de cadena ligera de inmunoglobulina;
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(b) permitir que la rata o el ratdbn genere una respuesta inmunitaria contra el primer epitopo o parte inmunégena
del mismo;

(c) aislar, de la rata o del ratén, una célula que comprenda una secuencia de acido nucleico que codifique un
dominio variable de cadena ligera que se una especificamente al primer epitopo o a la parte inmundgena del
mismo;

(d) obtener, de la célula de (c), la secuencia de acido nucleico que codifique el dominio variable de cadena ligera
que se una especificamente al primer epitopo o a la parte inmunégena del mismo;

(e) emplear la secuencia de acido nucleico de (d), en una construccién de expresion, fusionada a una secuencia
de acido nucleico de regidn constante de inmunoglobulina humana; y

(f) expresar la secuencia de acido nucleico de (d), en una linea celular de produccién que exprese una cadena
pesada de inmunoglobulina humana que se una especificamente a un segundo antigeno o epitopo para formar
una proteina de union a un antigeno, cuya cadena ligera esté codificada por el acido nucleico de (d), y que se
una al primer epitopo o a la parte inmundgena del mismo independientemente de la cadena pesada, y cuya
cadena pesada se una especificamente al segundo antigeno o epitopo.

El método de la reivindicacion 16, en el que:

(a) al menos uno de los segmentos génicos V. o J. de cadena ligera humana, codifica uno o0 mas codones de
histidina que no estan codificados por un segmento génico variable de cadena ligera de la linea germinal humana
correspondiente;

(b) el primer epitopo procede de un receptor de superficie celular, opcionalmente en el que el receptor de
superficie celular es un receptor Fc, en el que preferentemente el receptor Fc es FcRn;

(c) el segundo antigeno o epitopo procede de un antigeno soluble;

(d) el segundo antigeno o epitopo procede de un receptor de superficie celular; o

(e) el primer antigeno es un receptor Fc, el segundo antigeno es una proteina soluble y la proteina de unién a
antigeno comprende una o mas sustituciones e inserciones de histidina procedentes del segmento génico V. en
el genoma de la rata o del ratén.

Una célula procedente de la rata o del raton de una cualquiera de las reivindicaciones 1-13, en la que la célula

comprende en su genoma, un locus de cadena pesada de inmunoglobulina que comprende una secuencia de
nucleétidos de region variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada, en la que la secuencia de
nucleétidos de region variable de cadena pesada reordenada codifica la secuencia de Vy3-23/X1X2/Jy, en la que X3
y X2 es cualquier aminoéacido y en la que todos los segmentos génicos Vu, Dy y Ju funcionales enddgenos estan
delecionados del locus de cadena pesada de inmunoglobulina endégena o se hacen no funcionales.
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