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DESCRIPCIÓN 
 

Animales no humanos con secuencias de cadena pesada de inmunoglobulina modificadas 
 
Referencia cruzada con solicitudes relacionadas 5 
 
Listado de secuencias 
 
Campo de la invención 
 10 
Se describen ratones y ratas modificados genéticamente, que comprenden una secuencia de ácido nucleico de 
región variable de cadena pesada humana reordenada (es decir, una secuencia VDJ de cadena pesada reordenada) 
unida operativamente a una secuencia de ácido nucleico de región constante endógena. En algunos aspectos, los 
ratones y las ratas se modifican genéticamente para que tengan un locus de inmunoglobulina que comprenda una 
secuencia de ácido nucleico (una secuencia VDJ) de región variable de cadena pesada reordenada unida 15 
operativamente a una secuencia génica de región constante de inmunoglobulina, en la que la secuencia VDJ es una 
secuencia VDJ humana, y la secuencia génica de región constante es endógena. En algunos aspectos, los ratones o 
las ratas comprenden un locus de cadena pesada de inmunoglobulina modificado genéticamente que comprende 
una secuencia de nucleótidos de la región 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 20 
cadena pesada (VH) unida operativamente, mediante un espaciador, a una secuencia del segmento del gen J de la 
cadena pesada (JH), y en la que el espaciador comprende al menos un resto de aminoácido. Se describen ratones y 
ratas modificados genéticamente, que comprenden en sus genomas: (i) una secuencia de ácido nucleico de región 
variable de cadena pesada humana reordenada, unida operativamente a una secuencia de ácido nucleico de región 
constante; y (ii) un locus de cadena ligera de inmunoglobulina que comprende uno o más segmentos génicos de 25 
región variable de cadena ligera humana, pero menos que el número de segmentos de tipo silvestre. Se describen 
ratones y ratas modificados genéticamente que comprenden en sus genomas: (i) una secuencia de ácido nucleico 
de región variable de cadena pesada humana reordenada unida operativamente a una secuencia de ácido nucleico 
de región constante; y (ii) un locus de cadena ligera de inmunoglobulina que comprende uno o más segmentos 
génicos de región variable de cadena ligera humana, pero menos que el número de segmentos de tipo silvestre. En 30 
algunos aspectos, al menos uno de los segmentos génicos de región variable codifica uno o más restos de histidina 
que no están codificados por un segmento génico de región variable de cadena ligera de la línea germinal humana 
correspondiente. En el presente documento se describen métodos para crear ratones o ratas modificados 
genéticamente. Se describen métodos para la producción de secuencias de región variable de cadena ligera (por 
ejemplo, una cadena ligera κ o λ) de inmunoglobulina que pueden unirse a un antígeno en ausencia de una cadena 35 
pesada, y/o que pueden asociarse con un dominio variable de cadena pesada reordenada y/o que presentan 
características de unión a antígeno dependiente de pH, que son útiles para la producción de anticuerpos 
biespecíficos. 
 
Antecedentes 40 
 
Los anticuerpos biespecíficos son anticuerpos multifuncionales que comprenden sitios de unión a antígeno 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 cáncer. Aunque recientemente se han 
desarrollado diversos anticuerpos biespecíficos con dobles propiedades de unión a antígeno, en los anticuerpos 45 
biespecíficos 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 biespecíficos 
convencionales, cualquiera de solo un dominio variable de cadena ligera o de cadena pesada contribuye a la unión 
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 unión con el mismo determinante antigénico. 50 
Además, a la hora de conseguir un nivel de eficacia deseable, los anticuerpos terapéuticos, por ejemplo, anticuerpos 
terapéuticos biespecíficos, a menudo requieren dosis altas o múltiples de anticuerpos debido a su reciclabilidad 
limitada in vivo. 
 
La mayoría de las proteínas de unión a antígeno desarrolladas hasta ahora que se dirigen a dos antígenos o 55 
epítopos, comprenden dos brazos de unión a antígeno: (i) un primer brazo de unión a antígeno que comprende un 
par de dominios variables de cadena ligera y pesada de inmunoglobulina que contribuye a la unión con un primer 
antígeno o epítopo; y (ii) un segundo brazo de unión a antígeno que comprende un segundo par de dominios 
variables de cadena ligera y pesada que contribuye a la unión con un segundo antígeno o epítopo. Aunque estas 
proteínas de unión a antígeno son biespecíficas en todo el contexto de proteínas de unión a antígeno, no son 60 
necesariamente biespecíficas dentro de cada brazo de unión a antígeno, limitando el uso de las proteínas de unión a 
antígeno en formatos multiespecíficos, por ejemplo, proteínas de unión a antígeno triespecíficas. Como se desvela 
en el presente documento, un ratón o una rata que expresa un dominio variable de cadena pesada universal puede 
emplearse como una herramienta general para crear proteínas de unión a antígeno para su uso en muchos formatos 
diferentes de proteínas de unión a antígeno. 65 
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Se hace referencia a los siguientes documentos: 
 
• WO2013/022782 que tiene que ver con ratones de cadena ligera universal humanizada; y 
• Osborn 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 5 
IgH/Ig humana de la línea germinal, portadores de la región CH de rata. 

 
Resumen 
 
En la técnica existe una necesidad de generar secuencias de dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina 10 
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 serían extremadamente útiles a la hora de diseñar proteínas de unión a antígeno, por ejemplo, 
anticuerpos biespecíficos, en los que cada dominio variable es independientemente responsable de la distinta unión 
específica de antígeno. Diversos aspectos descritos en el presente documento se basan en parte en el sorprendente 15 
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 diversificación de anticuerpos en uno o más 20 
dominios variables de cadena ligera de anticuerpos no reordenada (es decir diversificable). 
 
Se describen ratones y las ratas modificados genéticamente que, después de la estimulación con un antígeno de 
interés, producen anticuerpos con especificidad de unión a antígeno que reside exclusiva o principalmente en los 
dominios variables de cadena ligera de anticuerpo. Los aminoácidos de los dominios variables de anticuerpo de la 25 
cadena ligera y las correspondientes secuencias de ácido nucleico, pueden identificarse de anticuerpos producidos 
por dichas ratas y ratones modificados genéticamente, y las secuencias pueden utilizarse en anticuerpos 
recombinantes u otras proteínas de unión a antígeno 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 30 
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 endógena. Asimismo, las ratas y los ratones que 
comprenden una secuencia de nucleótidos 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). Además, utilizando 35 
ratones que tienen un repertorio restringido (limitado) de segmentos génicos de la región variable de cadena ligera 
(por ejemplo, un número restringido de secuencias génicas variables de cadena ligera que comprenden uno o más 
segmentos génicos VL humanos, pero menos que el número de segmentos de tipo silvestre, en combinación con la 
única secuencia de cadena pesada reordenada descrita anteriormente), puede producirse un dominio variable de 
cadena ligera de inmunoglobulina que puede emparejarse de un modo más eficaz con un dominio variable de 40 
cadena pesada de inmunoglobulina. 
 
Por tanto, la presente invención proporciona una rata o un ratón que comprende en su genoma de línea germinal, en 
un locus de cadena pesada de inmunoglobulina endógena, una secuencia de nucleótidos de región variable de 
cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada bajo el control de un promotor y unida operativamente a 45 
una secuencia génica de la región contante de la cadena pesada endógena, en la que la secuencia de nucleótidos 
de región variable de cadena pesada reordenada codifica la secuencia de VH3-23/X1X2/JH, en la que X1 y X2 es 
cualquier aminoácido, y en la que todos los segmentos génicos VH, DH y JH funcionales endógenos están 
delecionados de la cadena pesada de inmunoglobulina endógena o se han hecho no funcionales. 
 50 
La presente invención proporciona además un método para crear una rata o un ratón, comprendiendo el método: 
 

(a) modificar un genoma de una rata o un ratón para delecionar o hacer no funcionales los segmentos génicos 
VH, DH y JH de cadena pesada de inmunoglobulina funcional endógena; y 
 55 
(b) colocar en el genoma, en el locus de la cadena pesada de inmunoglobulina endógena, una secuencia de 
nucleótidos de la región variable de la cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada, en la que la 
secuencia de nucleótidos de la región variable de la cadena pesada reordenada codifica la secuencia de VH3-
23/X1X2/JH unida operativamente a una secuencia de la región constante de la cadena pesada endógena, en la 
que X1 y X2 es cualquier aminoácido. 60 

 
La presente invención proporciona adicionalmente un método para obtener una secuencia de ácido nucleico que 
codifica un dominio variable de la cadena ligera (VL) de inmunoglobulina, capaz de unirse a un antígeno 
independientemente de un dominio variable de cadena pesada, que comprende: 
 65 
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(a) inmunizar a una rata o a un ratón de la invención, con un antígeno de interés o con un inmunógeno del 
mismo; 
 
(b) permitir que la rata o el ratón genere una respuesta inmunitaria; 
 5 
(c) aislar, de la rata o ratón inmunizado, una célula que comprenda una secuencia de ácido nucleico que 
codifique un dominio variable de cadena ligera que pueda unirse al antígeno; y 
 
(d) obtener de la célula una secuencia de ácido nucleico que codifique el dominio variable de cadena ligera 
(dominio VL) que pueda unirse al antígeno. 10 

 
La presente invención también proporciona un método para crear una proteína de unión a antígeno que comprende 
un dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina que puede unirse a un antígeno independientemente de un 
dominio variable de cadena pesada, que comprende: 
 15 

(a) inmunizar a una rata o a un ratón modificado genéticamente de la invención, con un primer antígeno que 
comprende un primer epítopo o una parte inmunógena del mismo, en el que la rata o el ratón comprende en su 
genoma dos o más segmentos génicos de la región variable de la cadena ligera (VL y JL) de inmunoglobulina 
humana, pero menos que el número de segmentos de tipo silvestre, unidos operativamente a una secuencia de 
ácido nucleico de la región constante de la cadena ligera de inmunoglobulina; 20 
 
(b) permitir que la rata o el ratón genere una respuesta inmunitaria contra el primer epítopo o parte inmunógena 
del mismo; 
 
(c) aislar, de la rata o del ratón, una célula que comprenda una secuencia de ácido nucleico que codifique un 25 
dominio variable de la cadena ligera que se una específicamente al primer epítopo o parte inmunógena del 
mismo; 
 
(d) obtener de la célula de (c), la secuencia de ácido nucleico que codifica el dominio variable de cadena ligera 
que se une específicamente al primer epítopo o parte inmunógena del mismo; 30 
 
(e) emplear la secuencia de ácido nucleico de (d), en una construcción de expresión, fusionada a una secuencia 
de ácido nucleico de la región constante de inmunoglobulina humana; y 
 
(f) expresar la secuencia de ácido nucleico de (d), en una línea celular de producción que exprese una cadena 35 
pesada de inmunoglobulina humana que se una específicamente a un segundo antígeno o epítopo para formar 
una proteína de unión a antígeno cuya cadena ligera esté codificada por el ácido nucleico de (d) y que se una al 
primer epítopo o parte inmunógena del mismo independientemente de la cadena pesada, y cuya cadena pesada 
se una específicamente al segundo antígeno o epítopo. 

 40 
La invención también proporciona una célula procedente de una rata o ratón de la invención, en la que la célula 
comprende en su genoma un locus de cadena pesada de inmunoglobulina que comprende una secuencia de 
nucleótidos de la región variable de la cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada, en el que la 
secuencia de nucleótidos de la región variable de la cadena pesada reordenada codifica la secuencia de VH3-
23/X1X2/JH, en la que X1 y X2 es cualquier aminoácido y en la que todos los segmentos génicos VH, DH y JH 45 
funcionales endógenos están delecionados de la cadena pesada de inmunoglobulina endógena o la hacen no 
funcional. 
 
En diversos aspectos, la única secuencia genómica de ácido 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 50 
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 región variable 55 
consisten esencialmente en una región 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 región variable de cadena pesada reordenada sencilla (por ejemplo 
debido a errores de replicación, hipermutación somática u otros mecanismos), pero independientemente, dichos 
ratones y ratas modificados genéticamente muestran una diversidad drásticamente restringida de los dominios 60 
variables de cadena pesada de anticuerpo en comparación con ratas y ratones que tienen secuencias variables de 
cadena pesada no reordenadas y/o con ratas y ratones cuyos genomas incluyen múltiples segmentos génicos de la 
región variable de la cadena pesada (por ejemplo, múltiples segmentos V, D y/o J, particularmente si no están 
reordenados). 
 65 
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En diversos aspectos, se describe un locus de cadena pesada de inmunoglobulina modificado genéticamente que 
comprende una secuencia de nucleótidos de la región variable de la cadena pesada de inmunoglobulina humana 
reordenada (es decir, que comprende una secuencia de nucleótidos que codifica un dominio variable de cadena 
pesada reordenada). En diversos aspectos, la secuencia de nucleótidos de la región variable de la cadena pesada 
de inmunoglobulina humana reordenada y el dominio variable de la cadena pesada reordenada que lo codifica, 5 
procede de un segmento génico V, D y J humano. En diversos aspectos, la secuencia de nucleótidos de la región 
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 JH humano y VH humano. En diversos aspectos, la 
secuencia de nucleótidos de la región variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada está 
unida operativamente a una secuencia génica de la región constante de la cadena pesada. En diversos aspectos, la 10 
secuencia de nucleótidos de la región variable de la cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada está 
unida operativamente a una secuencia génica de la región constante de la cadena ligera. En diversos aspectos, el 
locus de inmunoglobulina modificado genéticamente, está presente en la línea germinal de una rata o ratón. 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 15 
cadena ligera en unión operativa con una secuencia génica de la región 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 
número de segmentos de tipo silvestre). En diversos aspectos, los segmentos génicos variables de cadena ligera no 
reordenada, están unidos operativamente a una secuencia génica de la región constante de cadena pesada. En otro 20 
aspecto, se describe una construcción de ácido nucleico que comprende una región variable de la cadena pesada 
de inmunoglobulina humana reordenada (es decir, que comprende una secuencia de nucleótidos 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. 
 25 
En el presente documento se describen numerosas variaciones de ratas y ratones modificados genéticamente con 
un locus de inmunoglobulina que comprende una secuencia de nucleótidos de la región variable de la cadena 
pesada de inmunoglobulina humana reordenada (es decir, con un locus de inmunoglobulina que comprende una 
secuencia de nucleótidos que codifica un dominio variable de cadena pesada reordenada). Cada variación tiene la 
capacidad de enfocar los mecanismos de diversificación de anticuerpos sobre secuencias de nucleótidos de la 30 
región variable de la cadena ligera de la inmunoglobulina. 
 
En diversos aspectos, una secuencia de nucleótidos que codifica un dominio variable de cadena pesada reordenada 
(es decir, un dominio variable de cadena pesada codificado por una secuencia de nucleótidos de la región variable 
de la cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada) está unida operativamente a una secuencia génica 35 
de la región constante de la cadena pesada endógena (por ejemplo, una secuencia génica de la región 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 nucleótidos codifica un dominio 
variable de cadena pesada reordenada (es decir, en el que la primera secuencia de nucleótidos es una secuencia de 40 
nucleótidos de la región variable de la cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada), en el que la primera 
secuencia de nucleótidos está unida operativamente a una secuencia génica de la región constante de cadena 
pesada endógena; y (b) una segunda secuencia de nucleótidos codifica un dominio variable de cadena ligera (es 
decir, en el que la segunda secuencia de nucleótidos es una secuencia de nucleótidos variable de la cadena ligera 
de inmunoglobulina humana no reordenada), en el que la segunda secuencia de nucleótidos está unida 45 
operativamente a una secuencia génica de la región 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 nucleótidos 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 (VH) que está 50 
unido operativamente, mediante un espaciador, a una secuencia de segmento J de la cadena pesada (JH), en la que 
el espaciador codifica al menos un resto de aminoácido. 
 
En otro aspecto, se describe una rata o un ratón que comprende un locus de inmunoglobulina modificado 
genéticamente que comprende una secuencia de nucleótidos de la región variable de la cadena pesada de 55 
inmunoglobulina humana reordenada (es decir, comprende una secuencia de ácido 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 está presente en la línea germinal de la rata o ratón. 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. 60 
 
Se describen ratones y ratas modificados genéticamente que tienen un locus genómico de inmunoglobulina 
modificado genéticamente que comprende una secuencia de nucleótidos de la región variable de la cadena pesada 
de inmunoglobulina humana reordenada, en el que la secuencia de nucleótidos está unida operativamente a una 
secuencia génica de la región constante de la cadena ligera humana o no humana (por ejemplo, cadena ligera κ o 65 
λ). 
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Se describe una rata o un ratón que comprende un locus de inmunoglobulina modificado genéticamente que 
comprende: (a) una secuencia de nucleótidos de la región variable de la cadena pesada de inmunoglobulina humana 
reordenada unida operativamente a una secuencia génica de la región constante de la cadena ligera; y (b) una 
secuencia de nucleótidos de la región variable de la cadena ligera humana o no humana (por ejemplo, cadena ligera 
κ o λ) reordenada, unida operativamente a una secuencia génica de la región constante de la cadena pesada 5 
humana o no humana (por ejemplo, una secuencia génica de la región 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 ratón modificado genéticamente con un locus de inmunoglobulina que 
comprende: 10 
 

(a) un primer alelo que comprende: 
 

(i) una primera secuencia de nucleótidos que codifica un dominio variable de la cadena pesada reordenada 
(es decir, en el que la primera secuencia de nucleótidos es una secuencia de nucleótidos de la región variable 15 
de la cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada) unida operativamente a una secuencia génica 
de la región constante de cadena pesada, y 
 
(ii) una segunda secuencia de nucleótidos que codifica un dominio variable de la cadena ligera (es decir, en el 
que la segunda secuencia de nucleótidos es una secuencia de nucleótidos variable de la cadena ligera de 20 
inmunoglobulina humana no reordenada) unida operativamente a una secuencia génica de la región 
constante de la cadena ligera; y 

 
(b) un segundo alelo que comprende 

 25 
(i) una tercera secuencia de nucleótidos que codifica un dominio variable de la cadena ligera (es decir, en el 
que la tercera secuencia de nucleótidos es una secuencia de nucleótidos variable de la cadena ligera de 
inmunoglobulina humana no reordenada) unida operativamente a una secuencia génica de la región 
constante de la cadena pesada, y 

 30 
(ii) una cuarta secuencia de nucleótidos que codifica el dominio variable de la cadena pesada reordenada (es 
decir, en el que la cuarta secuencia de nucleótidos es una secuencia de nucleótidos de la región variable de 
la cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada) unida operativamente a una secuencia génica de 
la región constante de la cadena ligera. 
 35 

En diversos aspectos, se describen ratas y ratones modificados genéticamente con locus o secuencias génicas de la 
región variable de la cadena ligera no reordenadas. En algunos aspectos, los ratones y ratas modificados 
genéticamente comprenden un número (es decir todos o sustancialmente todos) de segmentos génicos (es decir, 
secuencias) de la región 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 40 
segmentos génicos variables de cadena ligera, por ejemplo, (i) uno, dos o más segmentos génicos VL humanos, 
pero menos que el número de segmentos de tipo silvestre; y (ii) uno o más segmentos génicos JL humanos, unidos 
operativamente a una secuencia de ácido nucleico de la región constante de la cadena ligera no humana. La 
secuencia de ácido nucleico de la cadena pesada está presente en un locus de la cadena pesada de 
inmunoglobulina endógena y/o puede haber segmentos de la cadena ligera, por ejemplo, en un transgén o en un 45 
locus de inmunoglobulina endógeno. 
 
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 50 
variable de cadena ligera procedente de uno de al menos uno, dos o tres o más segmentos génicos VL y al menos 
uno, dos o tres o más segmentos génicos JL. 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 ácido nucleico de la región variable de la cadena pesada humana reordenada unida 
operativamente a una secuencia de ácido nucleico de la región constante de la cadena pesada humana o no 55 
humana y (ii) un locus de cadena ligera de inmunoglobulina que comprende uno o más segmentos génicos de región 
variable de cadena ligera de inmunoglobulina humana, pero menos que el número de segmentos de tipo silvestre 
(por ejemplo, dos segmentos génicos Vκ humanos y uno o más segmentos génicos Jκ humanos), unidos 
operativamente a una secuencia de ácido nucleico de región constante de cadena ligera no humana o humana. En 
algunos aspectos, la región constante de cadena ligera es una región constante de rata o de ratón, por ejemplo, una 60 
región constante Cκ de rata o de ratón. 
 
En otro aspecto, los ratones y las ratas modificados genéticamente del presente documento, expresan, después de 
la estimulación con un antígeno de interés, una proteína de unión a antígeno que comprende una secuencia de 
aminoácidos de cadena ligera y de cadena pesada de inmunoglobulina, en el que la secuencia de aminoácidos de 65 
cadena pesada procede de un locus de cadena pesada modificada genéticamente que comprende una secuencia de 
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ácido nucleico de región variable de cadena pesada humana reordenada, unida operativamente a una secuencia de 
ácido nucleico de región constante de cadena pesada. En determinados aspectos, la secuencia de aminoácidos de 
cadena ligera procede de un locus de cadena ligera de inmunoglobulina modificada genéticamente que comprende 
uno o más segmentos génicos VL humanos, pero menos que el número de segmentos de tipo silvestre, y (ii) dos o 
más segmentos génicos JL humanos, unidos operativamente a una secuencia de ácido nucleico de región constante 5 
de cadena ligera no humana. 
 
Se describen ratones y ratas modificados genéticamente que comprenden en sus genomas una secuencia de ácido 
nucleico de la región variable de la cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada que comprende un 
segmento génico V de la cadena pesada (VH) que está unido operativamente, mediante un espaciador, a una 10 
secuencia del segmento génico J de la cadena pesada (JH), en el que el espaciador codifica al menos un 
aminoácido (por ejemplo, 2 aminoácidos, 3 aminoácidos o 4 aminoácidos) y/o un segmento génico D (DH) 
modificado. En diversos aspectos, la secuencia de ácido nucleico de la región variable de la cadena pesada 
reordenada está unida operativamente a una secuencia de ácido nucleico de la región constante de la cadena 
pesada humana o no humana. En diversos aspectos, los ratones y las ratas comprenden adicionalmente, en sus 15 
genomas, un locus de cadena ligera de inmunoglobulina modificada genéticamente que comprende uno o más 
segmentos génicos de la región variable de la cadena ligera de inmunoglobulina humana, pero menos que el 
número de segmentos de tipo silvestre, por ejemplo, dos segmentos génicos Vκ humanos y uno o más segmentos 
génicos Jκ humanos, unidos operativamente a una secuencia de ácido nucleico de la región constante de la cadena 
ligera humana o no humana. 20 
 
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 ratón no humano, una 
secuencia de ácido nucleico de la región variable de la cadena pesada humana reordenada en unión operativa con 
una secuencia de ácido nucleico de la región constante de la cadena ligera o pesada de inmunoglobulina. 25 
 
En otro aspecto, se describen métodos para obtener una secuencia de aminoácidos de la región variable de la 
cadena ligera (VL) de inmunoglobulina capaz de unirse a un antígeno independientemente de una secuencia de 
aminoácidos de la región variable de la cadena pesada. 
 30 
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 proteínas de unión a antígeno (por ejemplo, 
anticuerpos) producidas por, o procedentes de, los ratones y ratas no humanos modificados genéticamente. 35 
También se describen métodos para crear proteínas de unión a antígeno, incluyendo proteínas multiespecíficas (por 
ejemplo, biespecíficas o triespecíficas) de unión a antígeno. 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, 40 
procedentes de una rata o un ratón, que comprenden las diversas modificaciones genómicas descritas en el 
presente documento. También se describen células que comprenden un núcleo que contiene una modificación 
genética como se describe en el presente documento, por ejemplo, una modificación introducida en una célula 
mediante inyección pronuclear. 
 45 
En diversos aspectos, se describe un embrión de ratón o de rata que comprende una célula cuyo genoma 
comprende un locus de cadena pesada de inmunoglobulina que comprende una secuencia de ácido nucleico de 
región variable de cadena pesada humana reordenada, unida operativamente a una secuencia de ácido nucleico de 
región constante. En determinados aspectos, el embrión de rata o de ratón comprende adicionalmente un locus de 
cadena ligera de inmunoglobulina que comprende dos o más segmentos génicos de región variable de cadena ligera 50 
de inmunoglobulina humana, pero menos que el número de segmentos de tipo silvestre, unidos operativamente a 
una secuencia de ácido nucleico de región constante de cadena ligera. 
 
También se describen métodos para crear secuencias de ácido nucleico que codifican una secuencia de 
aminoácidos de región variable de cadena ligera (VL) de inmunoglobulina capaces de unirse a un antígeno o a un 55 
epítopo del mismo, independientemente de un dominio variable de cadena pesada, que comprenden: (a) inmunizar a 
un ratón o a una rata con un antígeno de interés o con un inmunógeno del mismo, en el que el ratón o la rata 
comprende en su genoma (i) una secuencia de ácido nucleico de la región variable de la cadena pesada de 
inmunoglobulina humana reordenada unida operativamente a una secuencia de ácido nucleico de la región 
constante de la cadena pesada, y (ii) una secuencia de ácido nucleico de la región variable de cadena ligera de 60 
inmunoglobulina humana no reordenada unida operativamente a una secuencia de ácido nucleico de la región 
constante de cadena ligera; (b) permitir que la rata o el ratón genere una respuesta inmunitaria; (c) aislar de la rata o 
del ratón inmunizado una célula que comprenda una secuencia de ácido nucleico que codifique un dominio variable 
de cadena ligera que pueda unirse al antígeno; y (d) obtener de la célula, una secuencia de ácido nucleico que 
codifique el dominio variable de cadena ligera (dominio VL) que pueda unirse al antígeno. En diversos aspectos, la 65 
célula es un linfocito, incluyendo, pero sin limitación, linfocitos citolíticos 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 ácido nucleico que codifican una secuencia de 
aminoácidos de región variable de cadena ligera (VL) de inmunoglobulina capaces de unirse a un antígeno o a un 5 
epítopo del mismo independientemente de un dominio variable de cadena pesada, que comprende: (a) inmunizar a 
una rata o a un ratón con un antígeno de interés o con un inmunógeno del mismo, en el que la rata o el ratón 
comprende en su genoma (i) una secuencia de ácido nucleico de región variable de cadena pesada de 
inmunoglobulina humana reordenada unida operativamente a una secuencia de ácido nucleico de la región 
constante de cadena pesada, y (ii) dos o más segmentos génicos de región variable de cadena ligera (VL y JL) de 10 
inmunoglobulina, pero menos que el número de segmentos de tipo silvestre, unidos operativamente a una secuencia 
de ácido nucleico de región constante de cadena ligera; (c) aislar de la rata o del ratón inmunizado una célula que 
comprenda una secuencia de ácido nucleico que codifique un dominio variable de cadena ligera que pueda unirse al 
antígeno; y (d) obtener de la célula una secuencia de ácido nucleico que codifique el dominio variable de cadena 
ligera (dominio VL) que puede unirse al antígeno. En diversos aspectos, la célula es un linfocito, incluyendo, pero sin 15 
limitación, linfocitos citolíticos 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 ácido nucleico que codifican una secuencia de 
aminoácidos de región variable de cadena ligera (VL) de inmunoglobulina capaces de unirse a un antígeno o a un 20 
epítopo del mismo independientemente de un dominio variable de cadena pesada, que comprenden: (a) inmunizar a 
una rata o a un ratón con un antígeno de interés o con un inmunógeno del mismo, en el que la rata o el ratón 
comprende en su genoma: (i) una secuencia de ácido nucleico de la región variable de la cadena pesada de 
inmunoglobulina humana reordenada, unida operativamente a una secuencia de ácido nucleico de la región 
constante de cadena ligera, y (ii) segmentos génicos de la región variable de la cadena ligera (VL y JL) de 25 
inmunoglobulina humana unidos operativamente a una secuencia de ácido nucleico de la región constante de la 
cadena pesada; (c) aislar del ratón o rata inmunizado una célula que comprenda una secuencia de ácido nucleico 
que codifique un dominio variable de cadena ligera que pueda unirse al antígeno; y (d) obtener de la célula una 
secuencia de ácido nucleico que codifique el dominio variable de la cadena ligera (dominio VL) que pueda unirse al 
antígeno. En diversos aspectos, la célula es un linfocito, incluyendo pero sin limitación, linfocitos citolíticos naturales, 30 
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 proteínas de unión a antígeno, que comprenden: 
 35 

(a) inmunizar a una rata o a un ratón con un primer antígeno que comprende un primer epítopo o parte 
inmunógena del mismo, en el que la rata o el ratón comprende en su genoma: (i) una secuencia de ácido 
nucleico de región variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada unida operativamente a 
una secuencia de ácido nucleico de región constante de cadena pesada, y (ii) una secuencia de ácido nucleico 
de región variable de cadena ligera de inmunoglobulina humana no reordenada unida operativamente a una 40 
secuencia de ácido nucleico de región constante de cadena ligera; 
 
(b) permitir que la rata o el ratón genere una respuesta inmunitaria contra el primer epítopo o parte inmunógena 
del mismo; 
 45 
(c) aislar de la rata o del ratón una célula que comprenda una secuencia de ácido nucleico que codifique un 
dominio variable de cadena ligera que se una específicamente al primer epítopo o parte inmunógena del mismo; 
 
(d) obtener de la célula de (c) la secuencia de ácido nucleico que codifique un dominio variable de cadena ligera 
que se una específicamente al primer epítopo o parte inmunógena del mismo; 50 
 
(e) emplear la secuencia de ácido nucleico de (c) en una construcción de expresión, fusionada a una secuencia 
de ácido nucleico de región constante de inmunoglobulina humana; y 
 
(f) expresar el ácido nucleico de (c) en una línea celular de producción que exprese una cadena pesada de 55 
inmunoglobulina que se una específicamente a un segundo antígeno o epítopo del mismo para formar una 
proteína de unión a antígeno cuya cadena ligera esté codificada por el ácido nucleico de (c) y que se una al 
primer epítopo o parte inmunógena del mismo independientemente de la cadena pesada, y cuya cadena pesada 
se una específicamente al segundo antígeno o epítopo. 

 60 
También se describen métodos para crear proteínas de unión a antígeno, que comprenden: 
 

(a) inmunizar a una rata o a un ratón con un primer antígeno que comprende un primer epítopo o parte 
inmunógena del mismo, en el que la rata o el ratón comprende en su genoma: (i) una secuencia de ácido 
nucleico de región variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada unida operativamente a 65 
una secuencia de ácido nucleico de región constante de cadena pesada, y (ii) dos o más segmentos génicos de 
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región variable de cadena ligera (VL y JL) de inmunoglobulina humana, pero menos que el número de segmentos 
de tipo silvestre, unidos operativamente a una secuencia de ácido nucleico de región constante de cadena ligera; 
 
(b) permitir que la rata o el ratón genere una respuesta inmunitaria contra el primer epítopo o parte inmunógena 
del mismo; 5 
 
(c) aislar de la rata o del ratón una célula que comprenda una secuencia de ácido nucleico que codifique un 
dominio variable de cadena ligera que se una específicamente el primer epítopo o parte inmunógena del mismo; 
 
(d) obtener de la célula de (c) la secuencia de ácido nucleico que codifique un dominio variable de cadena ligera 10 
que se una específicamente al primer epítopo o parte inmunógena del mismo; 
 
(e) emplear la secuencia de ácido nucleico de (c) en una construcción de expresión, fusionada a una secuencia 
de ácido nucleico de región constante de inmunoglobulina humana; y 
 15 
(f) expresar la secuencia de ácido nucleico de (c) en una línea celular de producción que exprese una cadena 
pesada de inmunoglobulina humana que se una específicamente a un segundo antígeno o epítopo del mismo 
para formar una proteína de unión a antígeno cuya cadena ligera esté codificada por el ácido nucleico de (c) y 
que se una al primer epítopo o parte inmunógena del mismo independientemente de la cadena pesada y cuya 
cadena pesada se una específicamente al segundo antígeno o epítopo. 20 

 
También se describen métodos para crear proteínas de unión a antígeno, que comprenden: 
 

(a) inmunizar a una rata o a un ratón con un primer antígeno que comprenda un primer epítopo o parte 
inmunógena del mismo, en el que la rata o el ratón comprende en su genoma: (i) una secuencia de ácido 25 
nucleico de región variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada unida operativamente a 
una secuencia de ácido nucleico de región constante de cadena ligera, y (ii) segmentos génicos de región 
variable de cadena ligera (VL y JL) de inmunoglobulina humana, unidos operativamente a una secuencia de 
ácido nucleico de región constante de cadena pesada; 
 30 
(b) permitir que la rata o el ratón genere una respuesta inmunitaria contra el primer epítopo o parte inmunógena 
del mismo; 
 
(c) aislar de la rata o del ratón una célula que comprenda una secuencia de ácido nucleico que codifique un 
dominio variable de cadena ligera que se una específicamente al primer epítopo o parte inmunógena del mismo; 35 
 
(d) obtener de la célula de (c) la secuencia de ácido nucleico que codifique un dominio variable de cadena ligera 
que se una específicamente al primer epítopo o parte inmunógena del mismo; 
 
(e) emplear la secuencia de ácido nucleico de (c) en una construcción de expresión, fusionada a una secuencia 40 
de ácido nucleico de región constante de inmunoglobulina humana; y 
 
(f) expresar la secuencia de ácido nucleico de (c) en una línea celular de producción que exprese una cadena 
pesada de inmunoglobulina humana que se una específicamente a un segundo antígeno o epítopo del mismo 
para formar una proteína de unión a antígeno cuya cadena ligera está codificada por el ácido nucleico de (c) y 45 
que se una al primer epítopo o parte inmunógena del mismo independientemente de la cadena pesada, y cuya 
cadena pesada se una específicamente al segundo antígeno o epítopo. 

 
En diversos aspectos, se describe una rata o un ratón que comprende, en su genoma de línea germinal, un locus de 
cadena pesada de inmunoglobulina que comprende una secuencia de nucleótidos de región variable de cadena 50 
pesada de inmunoglobulina humana reordenada. En algunos aspectos, la rata o el ratón son homocigotos para la 
secuencia de nucleótidos de región variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada. En algunos 
aspectos, la secuencia de nucleótidos de región variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada 
está unida operativamente a una secuencia génica de región constante de cadena pesada no humana. En 
determinados aspectos, la secuencia génica de la región constante de cadena pesada no humana codifica una 55 
región Fc. En aspectos particulares, la secuencia génica de región constante de cadena pesada no humana es una 
secuencia génica de región constante de cadena pesada de rata o ratón. En aspectos particulares, la secuencia 
génica de región constante de cadena pesada se selecciona de un CH1, una bisagra, un CH2, un CH3 y de una 
combinación de los mismos. En algunos aspectos, la secuencia de nucleótidos de región variable de cadena pesada 
de inmunoglobulina humana reordenada procede de un segmento génico VH de cadena pesada humana, un 60 
segmento génico D de cadena pesada humana y un segmento génico JH de cadena pesada humana. En 
determinados aspectos, la secuencia de nucleótidos de región variable de cadena pesada de inmunoglobulina 
humana reordenada procede de un segmento VH de cadena pesada de la línea germinal humana, un segmento D 
de cadena pesada de la línea germinal humana y un segmento JH de cadena pesada de la línea germinal humana. 
En algunos aspectos, la secuencia de nucleótidos de región variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana 65 
reordenada codifica la secuencia de VH3-23/GY/JH4-4 humana. Todos los segmentos génicos VH, DH y JH 
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funcionales endógenos están delecionados del locus de cadena pesada de inmunoglobulina del ratón 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 nucleótidos de región variable de cadena pesada reordenada, no es 
inmunógeno para la rata o el ratón. En algunos aspectos, la rata o el ratón comprende un gen Adam6a, un gen 
Adam6b o ambos. En algunos aspectos, la rata o el ratón comprende adicionalmente una secuencia de nucleótidos 5 
que codifica un segmento génico de cadena ligera (VL) de inmunoglobulina humana no reordenada y un segmento 
génico J de cadena ligera de inmunoglobulina humana no reordenada. En determinados aspectos, la secuencia de 
nucleótidos que codifica el segmento génico V de cadena ligera (VL) no reordenada y el segmento génico de cadena 
ligera (JL) no reordenada están unidos operativamente a una secuencia génica de región constante de cadena ligera 
de inmunoglobulina. En aspectos particulares, la secuencia génica de región constante de cadena ligera se 10 
selecciona de una secuencia génica de región constante de roedor o de ser humano. En determinados aspectos, el 
segmento génico de cadena ligera (VL) de inmunoglobulina humana no reordenada y el segmento génico de la 
cadena ligera (JL) de inmunoglobulina humana no reordenada, están unidos operativamente, en un locus endógeno 
de rata o de ratón, a una secuencia génica de región constante de inmunoglobulina de rata o ratón. En algunos 
aspectos, el locus de cadena pesada de inmunoglobulina comprende una pluralidad de copias de la secuencia de 15 
nucleótidos de región variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada. 
 
En aspectos adicionales se describe un locus de cadena pesada de inmunoglobulina de rata o ratón en un genoma 
de una célula germinativa de rata o de ratón, que comprende una secuencia de nucleótidos de región variable de 
cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada, unida operativamente a una secuencia génica de región 20 
constante de cadena pesada, en el que la secuencia génica de región constante comprende una secuencia no 
humana, una secuencia humana o una combinación de las mismas. En algunos aspectos, la secuencia de 
nucleótidos de región variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada está unida 
operativamente a una secuencia génica de región constante de inmunoglobulina humana reordenada. En 
determinados aspectos, la secuencia génica de región constante de inmunoglobulina no humana endógena es una 25 
secuencia génica de región constante de cadena pesada de rata o ratón. 
 
En aspectos adicionales, se describen métodos para crear una rata o un ratón, comprendiendo dichos métodos: 
 

(a) modificar un genoma de una rata o un ratón para delecionar o hacer no funcionales, segmentos génicos VH, 30 
DH y JH de cadena pesada de inmunoglobulina funcional endógena; y 
 
(b) colocar en el genoma una secuencia de nucleótidos de región variable de cadena pesada de inmunoglobulina 
humana reordenada. 

 35 
La secuencia de nucleótidos de región variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada está 
unida operativamente a una secuencia génica de región constante de cadena pesada de inmunoglobulina no 
humana. La secuencia génica de región constante de cadena pesada de inmunoglobulina no humana es una 
secuencia génica de región constante de cadena pesada de inmunoglobulina de rata o ratón. La secuencia de 
nucleótidos de región variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada está colocada en el 40 
genoma, en un locus endógeno de cadena pesada de inmunoglobulina. En algunos aspectos, la secuencia de 
nucleótidos de región variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada está presente en un 
genoma de la línea germinal de la rata o ratón. En algunos aspectos, la rata o el ratón comprenden una pluralidad de 
copias de la secuencia de nucleótidos de la región variable de la cadena pesada de inmunoglobulina humana 
reordenada. En algunos aspectos, la rata o el ratón comprende un gen Adam6a, un gen Adam6b o ambos. En 45 
algunos aspectos se describe un ratón 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 ratón o la rata expresa la secuencia de 
nucleótidos de región variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada, predominantemente a 
partir del locus de cadena pesada de inmunoglobulina. 
 50 
También se describen ratones y ratas que comprenden un locus de inmunoglobulina modificado genéticamente que 
comprende: 
 

(a) una secuencia de nucleótidos de región variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada 
que está unida operativamente a una secuencia génica de región constante de cadena ligera; y 55 
 
(b) una secuencia de nucleótidos de región variable de cadena ligera de inmunoglobulina humana no reordenada 
que está unida operativamente a una secuencia génica de región constante de cadena pesada. 

 
En algunos aspectos, la secuencia de nucleótidos de región variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana 60 
reordenada está unida operativamente a una secuencia génica de región constante de cadena ligera κ. En algunos 
aspectos, la secuencia de nucleótidos de región variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada 
está unida operativamente a una secuencia génica de región constante de la cadena ligera λ. En algunos aspectos, 
la secuencia génica de región constante de cadena ligera es una secuencia génica de región constante de cadena 
ligera de ratón o de rata. En algunos aspectos, la secuencia génica de región constante de cadena ligera es una 65 
secuencia génica de región constante de cadena ligera humana. En algunos aspectos, la secuencia génica de 
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región constante de cadena pesada es una secuencia génica de región constante de cadena pesada de ratón o de 
rata. En algunos aspectos, la secuencia génica de región constante de cadena pesada codifica una secuencia 
seleccionada un CH1, una bisagra, un CH2, un CH3 y de una combinación de los mismos. En algunos aspectos, la 
secuencia de nucleótidos de región variable de cadena ligera de inmunoglobulina humana no reordenada 
comprende una secuencia génica de dominio variable de cadena ligera κ humana. En algunos aspectos, la 5 
secuencia de nucleótidos de región 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 nucleótidos de región variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana ordenada procede de un segmento 
génico VH de cadena pesada humana, un segmento génico DH de cadena pesada humana y un segmento génico JH 
de cadena pesada humana. En determinados aspectos, la secuencia de nucleótidos de región variable de cadena 10 
pesada de inmunoglobulina humana reordenada procede de un segmento VH de cadena pesada de la línea germinal 
humana, un segmento DH de cadena pesada de la línea germinal humana y un segmento JH de cadena pesada de 
línea germinal humana. En determinados aspectos, el segmento génico VH humano se selecciona del grupo que 
consiste en VH1-2, VH1-3, VH1-8, VH1-18, VH1-24, VH1-45, VH1-46, VH1-58, VH1-69, VH2-5, VH2-26, VH2-70, VH3-
7, VH3-9, VH3-11, VH3-13, VH3-15, VH3-16, VH3-20, VH3-21, VH3-23, VH3-30, VH3-30-3, VH 3-30-5, VH3-33, VH3-15 
35, VH3-38, VH3-43, VH3-48, VH3-49, VH3-53, VH3-64, VH3-66, VH3-72, VH3-73, VH3-74, VH4-4, VH4-28, VH4-30-1, 
VH4-30-2, VH4-30-4, VH4-31, VH4-34, VH4-39, VH4-59, VH4-61, VH5-51, VH6-1, VH7-4-1, VH7-81 y una variante 
polimórfica 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 polimórfica de 20 
los mismos. En determinados aspectos, el segmento génico JH humano se selecciona del grupo que consiste en 
JH1, JH2, JH3, JH4, JH5, JH6 y una variante polimórfica de los mismos. En algunos aspectos, la secuencia de 
nucleótidos de región variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada codifica la secuencia de 
VH3-23/GY/JH4-4 (SEQ ID NO: 137) humana. En algunos aspectos, el locus de inmunoglobulina modificado 
genéticamente está presente en la línea germinal del ratón o de la rata. Todos los segmentos génicos VH, DH y JH 25 
funcionales endógenos están delecionados del locus de cadena pesada de inmunoglobulina del ratón o de la rata o 
se han hecho no funcionales. En algunos aspectos, el ratón o la rata comprende un gen Adam6a, un gen Adam6b o 
ambos. En algunos aspectos, un dominio variable de cadena pesada codificado por la secuencia de nucleótidos de 
región variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada no es inmunógeno para el ratón o la rata. 
En algunos aspectos, el locus de inmunoglobulina modificado genéticamente comprende una pluralidad de copias de 30 
la secuencia de nucleótidos de región variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada que están 
unidas operativamente a la secuencia génica de región constante de cadena ligera. 
 
Aspectos adicionales describen un locus de inmunoglobulina en un genoma de la línea germinal de un ratón o de 
una rata que comprende: 35 
 

(1) una secuencia de nucleótidos de región variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada 
que está unida operativamente a una secuencia génica de región constante de cadena ligera, y 
 
(2) una secuencia de nucleótidos de región variable de cadena ligera de inmunoglobulina humana no reordenada 40 
que está unida operativamente a una secuencia génica de región constante de la cadena pesada. 
 

En algunos aspectos, la secuencia génica de región constante de cadena ligera es una secuencia génica de región 
constante de cadena ligera κ. En algunos aspectos, la secuencia génica de región constante de cadena ligera es 
una secuencia génica de región constante de cadena ligera λ. En algunos aspectos, la secuencia génica de región 45 
constante de cadena ligera es una secuencia génica de región constante de cadena ligera de ratón o rata. 
 
Aspectos adicionales describen métodos de creación de un ratón o una rata que comprende un locus de 
inmunoglobulina modificado, comprendiendo los métodos: 
 50 

(a) modificar un genoma de un ratón o una rata para delecionar o hacer no funcionales: 
 

(i) segmentos génicos V, D y J de cadena pesada de inmunoglobulina funcionales endógenos, y 
 
(ii) segmentos génicos V y J de cadena ligera de inmunoglobulina funcionales endógenos; y 55 

 
(b) y colocar en el genoma: 

 
(i) una secuencia de nucleótidos de región variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana 
reordenada que está unida operativamente a una secuencia génica de región constante de cadena ligera, y 60 
 
(ii) una secuencia de nucleótidos de región variable de la cadena ligera de inmunoglobulina humana no 
reordenada que está unida operativamente a una secuencia génica de región constante de cadena pesada. 
 

En algunos aspectos, la secuencia de nucleótidos de región variable de cadena ligera de inmunoglobulina humana 65 
no reordenada codifica un dominio variable de cadena ligera κ. En algunos aspectos, la secuencia de nucleótidos de 
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región 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 región constante de cadena pesada es una secuencia 
génica de región constante de cadena pesada de inmunoglobulina no humana. En determinados aspectos, la 
secuencia génica de región constante de cadena pesada de inmunoglobulina no humana es una secuencia génica 
de región constante de cadena pesada de ratón o de rata. En aspectos particulares, la secuencia génica de región 5 
constante de cadena pesada codifica una secuencia seleccionada de un CH1, una bisagra, un CH2, un CH3 y una 
combinación de los mismos. En algunos aspectos, el locus de inmunoglobulina modificado está presente en un 
genoma de línea germinal de la rata o ratón. En algunos aspectos, el ratón o la rata comprende un gen Adam6a, un 
gen Adam6b o ambos. 
 10 
También se describen ratones y ratas que comprenden un locus de cadena pesada de inmunoglobulina modificado 
que comprende una secuencia de nucleótidos de región variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana 
reordenada que comprende una secuencia del segmento V de cadena pesada (VH) que está unida operativamente, 
mediante un espaciador, a una secuencia del segmento J de cadena pesada (JH), en la que el espaciador 
comprende al menos un resto de aminoácido. En algunos aspectos, la secuencia de nucleótidos de región variable 15 
de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada está unida operativamente a una secuencia génica de 
región constante de cadena pesada no humana. En algunos aspectos, la secuencia génica de región constante de 
cadena pesada no humana es una secuencia génica de región constante de un ratón o una rata. En algunos 
aspectos, la secuencia de nucleótidos de región variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada 
está unida operativamente a una secuencia génica de región constante de cadena pesada humana. En 20 
determinados aspectos, la secuencia génica de región constante de cadena pesada codifica una secuencia 
seleccionada de un CH1, una bisagra, un CH2, un CH3 y una combinación de los mismos. En algunos aspectos, la 
secuencia VH y la secuencia JH proceden de un segmento génico VH humano y de un segmento génico JH humano. 
En determinados aspectos, el segmento génico JH humano se selecciona del grupo que consiste en JH1, JH2, JH3, 
JH4, JH5, JH6 y una variante polimórfica del mismo. En determinados aspectos, el segmento génico JH humano es 25 
JH4-4 o una variante polimórfica del mismo. En algunos aspectos, la secuencia de nucleótidos de región variable de 
cadena pesada de inmunoglobulina reordenada codifica la secuencia de VH3-23/GY/JH4-4 (SEQ ID NO: 137) 
humana. Todos los segmentos génicos VH, D y JH funcionales endógenos están delecionados del locus variable de 
cadena pesada de inmunoglobulina de la rata o ratón o lo hacen no funcional. En algunos aspectos, un dominio 
variable de cadena pesada codificado por la secuencia de nucleótidos de región variable de cadena pesada de 30 
inmunoglobulina humana reordenada no es inmunógeno para el ratón o la rata. En algunos aspectos, el ratón 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 línea germinal de 
una rata o un ratón, que comprende una secuencia de nucleótidos de región variable de cadena pesada de 35 
inmunoglobulina humana reordenada que comprende un segmento génico variable de cadena pesada (VH) que está 
unido operativamente, mediante un espaciador, a un segmento génico J de cadena pesada (JH), en el que el 
espaciador codifica al menos un resto de aminoácido. En algunos aspectos, la secuencia de nucleótidos de región 
variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada está unida operativamente a una secuencia 
génica de región constante de cadena pesada no humana. En determinados aspectos, la secuencia génica de 40 
región constante de cadena pesada no humana es una secuencia génica de región constante de cadena pesada de 
ratón o rata. En algunos aspectos, el locus de inmunoglobulina comprende una pluralidad de copias de la secuencia 
de nucleótidos de región variable de cadena pesada reordenada. 
 
Se describen aspectos adicionales que son métodos para crear una rata o un ratón que comprende un locus de 45 
cadena pesada de inmunoglobulina modificado, comprendiendo los métodos: 
 

(a) modificar un genoma de un ratón o una rata para delecionar o hacer no funcionales, segmentos génicos VH, 
D y JH de cadena pesada de inmunoglobulina funcionales endógenos; y 
 50 
(b) colocar en el genoma una secuencia de nucleótidos de región variable de cadena pesada de inmunoglobulina 
humana reordenada que comprende un segmento génico variable de cadena pesada (VH) que está unido 
operativamente, mediante un espaciador, a un segmento génico J de cadena pesada (JH), en el que el 
espaciador comprende al menos un resto de aminoácido. 

 55 
En algunos aspectos, la secuencia de nucleótidos de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada está 
unida operativamente a una secuencia génica de región constante de cadena pesada de inmunoglobulina no 
humana. La secuencia génica de región constante de cadena pesada de inmunoglobulina no humana es una 
secuencia génica de región constante de cadena pesada de ratón o de rata. En algunos aspectos, la secuencia de 
nucleótidos de región variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada se coloca un locus de 60 
cadena pesada de inmunoglobulina endógena en el genoma. En algunos aspectos, el locus de cadena pesada 
modificada comprende una pluralidad de copias de la secuencia de nucleótidos de región variable de cadena pesada 
de inmunoglobulina humana reordenada. En algunos aspectos, el ratón o la rata comprende un gen Adam6a, un gen 
Adam6b o ambos. En algunos aspectos, el locus de cadena pesada de inmunoglobulina está presente en un 
genoma de la línea germinal del ratón o de la rata. 65 
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Aspectos adicionales describen una rata o un ratón modificado que comprende en su genoma: 
 

(a) un locus de cadena pesada de inmunoglobulina que comprende una secuencia de ácido nucleico de región 
variable de cadena pesada humana reordenada unida operativamente a una secuencia de ácido nucleico de 
región constante de cadena pesada; y 5 
 
(b) un locus de cadena ligera de inmunoglobulina que comprende uno o más segmentos génicos de cadena 
ligera VL y JL de inmunoglobulina humana, pero menos que el número de segmentos de tipo silvestre, unidos 
operativamente a una secuencia de ácido nucleico de región constante de cadena ligera. 

 10 
En algunos aspectos, la secuencia de ácido nucleico de región constante de cadena pesada es una secuencia de la 
región constante de ratón o de rata que codifica un isotipo de inmunoglobulina seleccionado de IgM, IgD, IgG, IgE, 
IgA y de una combinación de los mismos. En algunos aspectos, la secuencia de ácido nucleico de región constante 
de cadena ligera es una secuencia de ácido nucleico de región constante κ o λ de roedor. En algunos aspectos, la 
secuencia de ácido nucleico de región variable de cadena pesada humana reordenada se selecciona de un 15 
segmento VH de la línea germinal humana, un segmento D de la línea germinal humana y un segmento JH de la 
línea germinal humana. En algunos aspectos, la secuencia de ácido nucleico de región variable de cadena pesada 
humana reordenada está unida operativamente a la secuencia de ácido nucleico de región constante en un locus 
endógeno. En algunos aspectos, el uno o más segmentos génicos de cadena ligera VL y JL de inmunoglobulina 
humana, pero menos que el número de segmentos de tipo silvestre, están unidos operativamente a la secuencia de 20 
ácido nucleico de región constante de cadena ligera en un locus endógeno. En algunos aspectos, el ratón o la rata 
comprenden no más de dos segmentos génicos VL no reordenados de inmunoglobulina humana, y uno, dos o tres o 
más segmentos génicos JL no reordenados humanos. En algunos aspectos, la secuencia de ácido nucleico de 
región variable de cadena pesada reordenada codifica la secuencia de VH3-23/GY/JH4-4 (SEQ ID NO: 137) 
humana. La secuencia de ácido nucleico de región variable de cadena pesada reordenada codifica la secuencia de 25 
VH3-23/X1X2/J, en la que X1 y X2 es cualquier aminoácido. En determinadas realizaciones X1 es Gly y X2 es Tyr. En 
algunos aspectos, el locus de cadena pesada de inmunoglobulina comprende un gen Adam6a funcional, un gen 
Adam6b, o ambos. En determinados aspectos, el gen Adam6a, el gen Adam6b o ambos son genes Adam6 
endógenos. En algunos aspectos, el ratón o la rata modificados genéticamente comprende un gen Adam6a, un gen 
Adam6b o ambos en un locus ectópico del genoma. En algunos aspectos, los segmentos génicos VL y JL de región 30 
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 VL 
humanos, Vκ1-39 y Vκ3-20. En determinados aspectos, los segmentos génicos son segmentos génicos de la línea 
germinal. En determinados aspectos, el ratón o la rata comprenden los segmentos génicos Jκ1, Jκ2, Jκ3, Jκ4 y Jκ5. 
En algunos aspectos, dos o más, tres o más, cuatro o más, o cinco o más segmentos génicos VL humanos y dos o 35 
más segmentos génicos JL humanos están presentes en un locus de cadena ligera endógena. En algunos aspectos, 
al menos uno de los segmentos génicos VL o JL de cadena ligera humana codifica uno o más codones de histidina 
que no están codificados por un segmento génico variable de cadena ligera de la línea germinal humana 
correspondiente. En algunos aspectos, al menos uno de los segmentos génicos VL comprende una adición o 
sustitución de al menos un codón no histidina, codificado por la secuencia del segmento VL de la línea germinal 40 
humana correspondiente con un codón de histidina. En determinados aspectos, el codón de histidina añadido o 
sustituido está presente en la CDR3. En algunos aspectos, los segmentos génicos VL humanos son segmentos 
génicos Vκ1-39 y Vκ3-20 humanos, y cada uno de los segmentos génicos Vκ1-39 y Vκ3-20 humanos comprende 
una sustitución de al menos un codón no histidina, codificado por un segmento génico VL de la línea germinal 
humana correspondiente, con el codón de histidina. En determinados aspectos, la sustitución es de tres codones no 45 
histidina del segmento génico Vκ1-39 humano, en el que la sustitución se diseña para expresar histidinas en las 
posiciones 106, 108 y 111. En aspectos particulares, la sustitución es de cuatro codones no histidina del segmento 
génico Vκ1-39 humano y la sustitución se diseña para expresar histidinas en las posiciones 105, 106, 108 y 111. En 
aspectos particulares, la sustitución es de tres codones no histidina del segmento génico Vκ3-20 humano, y la 
sustitución se diseña para expresar histidinas en las posiciones 105, 106 y 109. En aspectos particulares, la 50 
sustitución es de cuatro codones no histidina del segmento génico Vκ3-20 humano y la sustitución se diseña para 
expresar histidinas en las posiciones 105, 106, 107 y 109. En algunos aspectos, se describe un ratón o una rata, en 
el que el ratón o la rata, después de la estimulación con un antígeno de interés, expresa una proteína de unión a 
antígeno que se une específicamente al antígeno, en el que la proteína de unión a antígeno comprende una 
secuencia de aminoácidos procedente de los segmentos génicos VL y JL humanos, y en el que la proteína de unión 55 
a antígeno comprende al menos un resto de histidina en una posición de aminoácido codificado por el segmento 
génico VL humano. En algunos aspectos, el ratón o la rata expresa una población de proteínas de unión a antígeno 
en respuesta a un antígeno, en el que todas las proteínas de unión a antígeno en la población comprenden: (a) 
cadenas pesadas de inmunoglobulina que comprenden dominios variables de cadena pesada humana procedentes 
de la secuencia de ácido nucleico de región variable humana reordenada; y (b) cadenas ligeras de inmunoglobulina 60 
que comprenden dominios variables de cadena ligera de inmunoglobulina procedentes de un reordenamiento de los 
segmentos génicos VL y JL humanos en el genoma de la rata o del ratón, y en el que al menos uno de los 
segmentos génicos VL humanos codifica uno o más codones de histidina que no están codificados por el segmento 
génico VL de la línea germinal humana correspondiente. 
 65 
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Aspectos adicionales describen métodos para crear un ratón o una rata que comprende un locus de inmunoglobulina 
modificado, que comprende: 
 

(a) modificar un genoma de un ratón o una rata para delecionar o hacer no funcional: 
 5 

(i) segmentos génicos VH, DH y/o JH de cadena pesada de inmunoglobulina funcional endógena, y 
 
(ii) segmentos génicos VL y JL de cadena ligera de inmunoglobulina funcional endógena; y 

 
(b) colocar en el genoma modificado de la rata o del ratón: 10 

 
(i) una secuencia de ácido nucleico de región variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana 
reordenada en unión operativa con una secuencia de ácido nucleico de región constante de cadena pesada 
de inmunoglobulina; y 

 15 
(ii) uno o más segmentos génicos de cadena ligera VL y JL de inmunoglobulina humana, pero menos que el 
número de segmentos de tipo silvestre, en unión operativa con una secuencia de ácido nucleico de región 
constante de cadena ligera de inmunoglobulina. 

 
En algunos aspectos, la secuencia de ácido nucleico de región variable de cadena pesada de inmunoglobulina 20 
humana reordenada está unida operativamente a una secuencia génica de región constante de cadena pesada de 
ratón o de rata seleccionada de un CH1, una bisagra, un CH2, un CH3 y una combinación de los mismos. En 
algunos aspectos, la secuencia de ácido nucleico de región variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana 
reordenada y los segmentos génicos de cadena ligera VL y JL de inmunoglobulina humana, se colocan en, o cerca 
de, una secuencia de nucleótidos correspondiente del ratón o rata de tipo silvestre. En algunos aspectos, el ratón o 25 
la rata comprende un locus de cadena pesada de inmunoglobulina que comprende un gen endógeno Adam6a, un 
gen Adam6b o ambos. En algunos aspectos, el ratón o la rata comprende un gen Adam6a, un gen Adam6b o ambos 
en un locus ectópico del genoma. En algunas realizaciones, la secuencia de ácido nucleico de región variable de 
cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada codifica la secuencia de VH3-23/GY/JH4-4 (SEQ ID NO: 
137) humana. En algunos aspectos, la secuencia de ácido nucleico de región constante de cadena ligera de 30 
inmunoglobulina es una secuencia de ácido nucleico de región constante Cκ de rata o de ratón. En algunos 
aspectos, los segmentos génicos de cadena ligera VL y JL 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 ratón 
comprende un locus de cadena ligera de inmunoglobulina que comprende dos segmentos génicos VL humanos, 
VK1-39 y VK3-20. En determinados aspectos, la rata o el ratón comprende los segmentos génicos JK1, JK2, JK3, JK4, 35 
y JK5. En algunos aspectos, dos o más, tres o más, cuatro o más, o cinco o más segmentos génicos VL humanos y 
dos o más segmentos génicos JL humanos están presentes en un locus de cadena ligera endógena. En algunos 
aspectos, al menos uno de los segmentos génicos de cadena ligera VL o JL de inmunoglobulina humana codifica 
uno o más codones de histidina que no están codificados por un segmento génico variable de cadena ligera de la 
línea germinal humana correspondiente. En algunos aspectos, al menos uno de los segmentos génicos VL 40 
comprende una adición o una sustitución de al menos un codón no de histidina codificado por la secuencia del 
segmento VL de la línea germinal humana correspondiente con un codón de histidina. En determinados aspectos, el 
codón de histidina añadido o sustituido está presente en la CDR3. En determinados aspectos, los segmentos 
génicos VL 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 sustitución de al menos un codón no de histidina codificado por un 45 
segmento génico VL de la línea germinal humana correspondiente con el codón de histidina. En aspectos 
particulares, la sustitución es de tres codones no histidina del segmento génico VK1-39 humano, y en el que la 
sustitución se diseña para expresar histidinas en las posiciones 106, 108 y 111. En aspectos particulares, la 
sustitución es de cuatro codones no histidina del segmento génico VK1-39 humano, y en el que la sustitución se 
diseña para expresar histidinas en las posiciones 105, 106, 108 y 111. En aspectos particulares, la sustitución es de 50 
tres codones no histidina del segmento génico VK3-20 humano y en el que la sustitución se diseña para expresar 
histidinas en las posiciones 105, 106 y 109. En aspectos particulares, la sustitución es de cuatro codones no 
histidina del segmento génico VK3-20 humano, y la sustitución se diseña para expresar histidina en las posiciones 
105, 106, 107 y 109. 
 55 
Aspectos adicionales describen métodos para obtener una secuencia de ácido nucleico que codifica un dominio 
variable de cadena ligera (VL) de inmunoglobulina capaz de unirse a un antígeno independientemente de un dominio 
variable de cadena pesada, que comprende: 
 

(a) inmunizar a un ratón o a una rata con un antígeno de interés o con un inmunógeno del mismo, en el que el 60 
ratón o la rata comprende en su genoma (i) una secuencia de ácido nucleico de región variable de cadena 
pesada de inmunoglobulina humana reordenada unida operativamente a una secuencia de ácido nucleico de 
región constante de cadena pesada; y (ii) dos o más segmentos génicos de región variable de cadena ligera (VL 
y JL) de inmunoglobulina, pero menos que el número de segmentos de tipo silvestre, unidos operativamente a 
una secuencia de ácido nucleico de región constante de cadena ligera; 65 
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(b) permitir que el ratón o la rata cree una respuesta inmunitaria; 
(c) aislar del ratón o de la rata inmunizados una célula que comprenda una secuencia de ácido nucleico que 
codifique un dominio variable de cadena ligera que pueda unirse al antígeno; y 
 
(d) obtener de la célula una secuencia de ácido nucleico que codifique el dominio variable de la cadena ligera 5 
(dominio VL) que pueda unirse al antígeno. 

 
En algunos aspectos, la etapa de aislamiento (c) se realiza mediante separación de células activadas por 
fluorescencia (FACS, siglas del inglés fluorescence-activated cell sorting) o citometría de flujo. En algunos aspectos, 
la célula que comprende la secuencia de ácido nucleico que codifica el dominio variable de cadena ligera que se une 10 
al antígeno, es un linfocito. En determinados aspectos, el linfocito comprende linfocitos citolíticos 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 ácido nucleico de (d) se fusiona con una secuencia de ácido nucleico que codifica una 
secuencia de ácido nucleico de la región constante de inmunoglobulina. En algunos aspectos, la secuencia de ácido 15 
nucleico de región constante de cadena ligera es una secuencia kappa humana o una secuencia lambda humana. 
En algunos aspectos, la secuencia de ácido nucleico de región constante de cadena pesada es una secuencia 
humana seleccionada de un CH1, una bisagra, un CH2, un CH3 y una combinación de los mismos. En algunos 
aspectos, la secuencia de ácido nucleico de (d) comprende una o más sustituciones o inserciones de codones de 
histidina que proceden del segmento génico VL no reordenado en el genoma del ratón o rata. 20 
 
Aspectos adicionales descritos son métodos para crear una proteína de unión a antígeno que comprende un dominio 
variable de cadena ligera de inmunoglobulina que puede unirse a un antígeno independientemente de un dominio 
variable de cadena pesada, que comprende: 
 25 

(a) inmunizar a una rata o a un ratón modificado genéticamente, con un primer antígeno que comprende un 
primer epítopo o parte inmunógena del mismo, en el que el ratón o la rata comprende en su genoma: 

 
(i) una secuencia de ácido nucleico de región variable de cadena pesada humana reordenada unida 
operativamente a una secuencia de ácido nucleico de región constante de cadena pesada; y 30 
 
(ii) dos o más segmentos génicos de región variable de cadena ligera (VL y JL) de inmunoglobulina, pero 
menos que el número de segmentos de tipo silvestre, unidos operativamente a una secuencia de ácido 
nucleico de región constante de cadena ligera de inmunoglobulina; 

 35 
(b) permitir que el ratón o la rata cree una respuesta inmunitaria contra el primer epítopo o parte inmunógena del 
mismo; 
 
(c) aislar del ratón o de la rata una célula que comprenda una secuencia de ácido nucleico que codifique un 
dominio variable de  cadena ligera que se una específicamente al primer epítopo o parte inmunógena del mismo; 40 
 
(d) obtener de la célula de (c) la secuencia de ácido nucleico que codifica el dominio variable de cadena ligera 
que se une específicamente al primer epítopo o parte inmunógena del mismo; 
 
(e) emplear la secuencia de ácido nucleico de (d) en una construcción de expresión, fusionada a una secuencia 45 
de ácido nucleico de región constante de inmunoglobulina humana; y 
 
(f) expresar la secuencia de ácido nucleico de (d) en una línea celular de producción que exprese una cadena 
pesada de inmunoglobulina humana que se una específicamente a un segundo antígeno o epítopo para formar 
una proteína de unión a antígeno cuya cadena ligera está codificada por el ácido nucleico de (d) y que se una al 50 
primer epítopo o parte inmunógena del mismo independientemente de la cadena pesada, y cuya cadena pesada 
se una específicamente al segundo antígeno o epítopo. 
 

En algunos aspectos, al menos uno de los segmentos génicos de cadena ligera VL o JL humana codifica uno o más 
codones de histidina que no están codificados por un segmento génico variable de cadena ligera de la línea germinal 55 
humana correspondiente. En algunos aspectos, el primer epítopo procede de un receptor de superficie celular. En 
aspectos particulares, el receptor de superficie celular es un receptor Fc. En aspectos aún más particulares, el 
receptor Fc es el receptor Fc neonatal (FcRn, neonatal Fc receptor). En algunos aspectos, el segundo antígeno o 
epítopo procede de un antígeno soluble. En algunos aspectos, el segundo antígeno o epítopo procede de un 
receptor de superficie celular. En algunos aspectos, el primer antígeno es un receptor Fc, el segundo antígeno es 60 
una proteína soluble, y la proteína de unión a antígeno comprende una o más sustituciones e inserciones de 
histidina procedentes del segmento génico VL en el genoma del ratón o de la rata. 
 
Aspectos adicionales descritos son métodos para obtener una secuencia de ácido nucleico que codifica un dominio 
variable de cadena ligera (VL) de inmunoglobulina capaz de unirse a un antígeno independientemente de un dominio 65 
variable de cadena pesada, que comprende: 
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(a) inmunizar a un ratón o a una rata con un primer antígeno que comprende el primer epítopo o parte 
inmunógena del mismo, en el que el ratón o la rata comprende en su genoma: (i) una secuencia de ácido 
nucleico de región variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada unida operativamente a 
un secuencia de ácido nucleico de región constante de la cadena pesada, y (ii) una secuencia de ácido nucleico 5 
de región variable de cadena ligera de inmunoglobulina humana no reordenada unida operativamente a una 
secuencia de ácido nucleico de región constante de cadena ligera; 
 
(b) permitir que el ratón o la rata cree una respuesta inmunitaria; 
 10 
(c) aislar del ratón o de la rata inmunizado una célula que comprenda una secuencia de ácido nucleico que 
codifique un dominio variable de cadena ligera que pueda unirse al antígeno; y 
 
(d) obtener de la célula una secuencia de ácido nucleico que codifique el dominio variable de cadena ligera 
(dominio VL) que pueda unirse al antígeno. 15 

 
En algunos aspectos, la etapa de aislamiento (c) se realiza mediante separación de células activadas por 
fluorescencia (FACS) o citometría de flujo. En algunos aspectos, la célula que comprende la secuencia de ácido 
nucleico que codifica el dominio variable de cadena ligera que se une al antígeno es un linfocito. En determinados 
aspectos, el linfocito comprende linfocitos citolíticos naturales, linfocitos T o linfocitos B. En algunos aspectos, el 20 
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 ácido nucleico de (d) se fusiona 
con una secuencia de ácido nucleico que codifica una secuencia de ácido nucleico de la región constante de 
inmunoglobulina. En algunos aspectos, la secuencia de ácido nucleico de la región constante de la cadena ligera es 
una secuencia kappa o lambda humana. En algunos aspectos, la secuencia de ácido nucleico de la región constante 25 
de la cadena pesada es una secuencia humana seleccionada de un CH1, una bisagra, un CH2, un CH3 y una 
combinación de los mismos. En algunos aspectos, la secuencia de ácido nucleico de (d) comprende una o más 
sustituciones o inserciones de codones de histidina que proceden del segmento génico VL no reordenado en el 
genoma del ratón o de la rata. 
 30 
Aspectos adicionales descritos son métodos para obtener una secuencia de ácido nucleico que codifica un dominio 
variable de cadena ligera (VL) de inmunoglobulina capaz de unirse a un antígeno independientemente de un dominio 
variable de cadena pesada, que comprende: 
 

(a) inmunizar a un ratón o a una rata con un primer antígeno que comprende un primer epítopo o parte 35 
inmunógena del mismo, en el que el ratón o la rata comprende en su genoma: (i) una secuencia de ácido 
nucleico de región variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada unida operativamente a 
un secuencia de ácido nucleico de región constante de cadena ligera, y (ii) segmentos génicos de región variable 
de cadena ligera (VL y JL) de inmunoglobulina unidos operativamente a una secuencia de ácido nucleico de 
región constante de cadena pesada; 40 

 
(b) permitir que el ratón o la rata cree una respuesta inmunitaria; 
 
(c) aislar del ratón o de la rata inmunizado una célula que comprenda una secuencia de ácido nucleico que 
codifique un dominio variable de cadena ligera que pueda unirse al antígeno; y 45 
 
(d) obtener de la célula una secuencia de ácido nucleico que codifique el dominio variable de la cadena ligera 
(dominio VL) que pueda unirse al antígeno. 

 
En algunos aspectos, la etapa de aislamiento (c) se realiza mediante separación de células activadas por 50 
fluorescencia (FACS) o citometría de flujo. En algunos aspectos, la célula que comprende la secuencia de ácido 
nucleico que codifica el dominio variable de cadena ligera que se une al antígeno es un linfocito. En determinados 
aspectos, el linfocito comprende linfocitos citolíticos 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 ácido nucleico de (d) se fusiona 55 
con una secuencia de ácido nucleico que codifica una secuencia de ácido nucleico de la región constante de 
inmunoglobulina. En algunos aspectos, la secuencia de ácido nucleico de región constante de cadena ligera es una 
secuencia kappa o lambda humana. En algunos aspectos, la secuencia de ácido nucleico de región constante de 
cadena pesada es una secuencia humana seleccionada de un CH1, una bisagra, un CH2, un CH3 o una 
combinación de los mismos. En algunos aspectos, la secuencia de ácido nucleico de (d) comprende una o más 60 
sustituciones o inserciones de codones de histidina que proceden del segmento génico VL no reordenado en el 
genoma del ratón o rata. 
 
Aspectos adicionales descritos son métodos para crear una proteína de unión a antígeno que comprende un dominio 
variable de cadena ligera de inmunoglobulina que puede unirse a un antígeno independientemente de un dominio 65 
variable de cadena pesada, que comprende: 
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(a) inmunizar a un ratón o a una rata modificado genéticamente con un primer antígeno que comprende un 
primer epítopo o una parte inmunógena del mismo, en el que el ratón o la rata comprende en su genoma: 

 
(i) una secuencia de ácido nucleico de región variable de cadena pesada humana reordenada unida 5 
operativamente a una secuencia de ácido nucleico de región constante de cadena pesada; y 
 
(ii) segmentos génicos de región variable de cadena ligera (VL y JL) de inmunoglobulina humana no 
reordenada unidos operativamente a una secuencia de ácido nucleico de región constante de cadena ligera; 

 10 
(b) permitir que el ratón o la rata cree una respuesta inmunitaria contra el primer epítopo o parte inmunógena del 
mismo; 
 
(c) aislar del ratón o de la rata una célula que comprenda una secuencia de ácido nucleico que codifique un 
dominio variable de cadena ligera que se una específicamente al primer epítopo o parte inmunógena del mismo; 15 
 
(d) obtener de la célula de (c) la secuencia de ácido nucleico que codifique el dominio variable de cadena ligera 
que se una específicamente al primer epítopo o parte inmunógena del mismo; 
 
(e) emplear la secuencia de ácido nucleico de (d) en una construcción de expresión, fusionada a una secuencia 20 
de ácido nucleico de región constante de inmunoglobulina humana; y 
 
(f) expresar la secuencia de ácido nucleico de (d) en una línea celular de producción que exprese una cadena 
pesada de inmunoglobulina humana que se una específicamente a un segundo antígeno o epítopo para formar 
una proteína de unión a antígeno cuya cadena ligera está codificada por el ácido nucleico de (d) y que se una al 25 
primer epítopo o parte inmunógena del mismo independientemente de la cadena pesada, y cuya cadena pesada 
se una específicamente al segundo antígeno o epítopo. 

 
En algunos aspectos, al menos uno de los segmentos génicos de cadena ligera VL o JL humana codifica uno o más 
codones de histidina que no están codificados por un segmento génico variable de cadena ligera de la línea germinal 30 
humana correspondiente. En algunos aspectos, el primer epítopo 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 antígeno o epítopo procede de un antígeno soluble. En algunos 
aspectos, el segundo antígeno o epítopo procede de un receptor de superficie celular. En algunos aspectos, el 
primer antígeno es un receptor Fc, el segundo antígeno es una proteína soluble y la proteína de unión a antígeno 35 
comprende una o más sustituciones e inserciones de histidina procedentes del segmento génico VL en el genoma 
del ratón o la rata. 
 
Aspectos adicionales descritos son métodos para crear una proteína de unión a antígeno que comprende un dominio 
variable de cadena ligera de inmunoglobulina que puede unirse a un antígeno independientemente de un dominio 40 
variable de cadena pesada, que comprende: 
 

(a) inmunizar a un ratón o a una rata modificado genéticamente con un primer antígeno que comprende un 
primer epítopo o parte inmunógena del mismo, en el que el ratón o la rata comprende en su genoma: 

 45 
(i) una secuencia de ácido nucleico de región variable de cadena pesada de inmunoglobulina reordenada 
unida operativamente a una secuencia de ácido nucleico de región constante de cadena ligera; y 
 
(ii) segmentos génicos de región variable de cadena ligera (VL y JL) de inmunoglobulina humana no 
reordenada unidos operativamente a una secuencia de ácido nucleico de región constante de cadena 50 
pesada; 

 
(b) permitir que el ratón o la rata cree una respuesta inmunitaria contra el primer epítopo o parte inmunógena del 
mismo; 
 55 
(c) aislar del ratón o de la rata una célula que comprenda una secuencia de ácido nucleico que codifique un 
dominio variable de cadena ligera que se una específicamente al primer epítopo o parte inmunógena del mismo; 
 
(d) obtener de la célula de (c) la secuencia de ácido nucleico que codifique el dominio variable de cadena ligera 
que se una específicamente al primer epítopo o parte inmunógena del mismo; 60 
 
(e) emplear la secuencia de ácido nucleico de (d) en una construcción de expresión, fusionada a una secuencia 
de ácido nucleico de región constante de inmunoglobulina humana; y 
 
(f) expresar la secuencia de ácido nucleico de (d) en una línea celular de producción que exprese una cadena 65 
pesada de inmunoglobulina humana que se una específicamente a un segundo antígeno o epítopo para formar 
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una proteína de unión a antígeno cuya cadena ligera esté codificada por el ácido nucleico de (d) y que se una al 
primer epítopo o parte inmunógena del mismo independientemente de la cadena pesada, y cuya cadena pesada 
se una específicamente al segundo antígeno o epítopo. 

 
En algunos aspectos, al menos uno de los segmentos génicos VL o JL de la cadena ligera humana codifica uno o 5 
más codones de histidina que no están codificados por un segmento génico variable de cadena ligera de la línea 
germinal humana correspondiente. En algunos aspectos el primer epítopo 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 antígeno o epítopo procede de un antígeno soluble. En 
algunos aspectos, el segundo antígeno o epítopo procede de un receptor de superficie celular. En algunos aspectos, 10 
el primer antígeno es un receptor Fc, el segundo antígeno es una proteína soluble y la proteína de unión a antígeno 
comprende una o más sustituciones e inserciones de histidina procedentes del segmento génico VL en el genoma 
del ratón o de la rata. 
 
Breve descripción de los dibujos 15 
 

La FIG. 1 ilustra esquemas de la construcción de un mini locus (“mini locus UHC”) de dominio variable de cadena 
pesada reordenada, que comprende una secuencia de nucleótidos de región variable (VH3-23/D/JH4; SEQ ID 
NO: 136) de inmunoglobulina humana reordenada y un intrón de JH4 (SEQ ID NO: 140), que están unidos 
operativamente a un promotor VH3-23 humano (SEQ ID NO: 139). El mini locus UHC se flanqueó en 5’ y 3’ con 20 
brazos de homología de ratón. En la Etapa 1 (Ligamiento I-Ceul/Spel (Amp+Espec)), entre los sitios I-CeuI y 
SpeI, cadena arriba del promotor, se introdujo un casete de selección de espectinomicina para generar 
pJSh0038 (minilocus UHC). 
 
La FIG. 2 ilustra esquemas de (A) direccionamiento de un casete de selección de higromicina (EM7-HIG) en el 25 
extremo 5’ del clon MAID 1115 BAC (2. BHR (Hig+Kan)); y (B) direccionamiento del minilocus UHC (pJSh0038) 
en el clon VI432 BAC (3. BHR (Espec+Hig)), en el locus de IgM cadena arriba. 
 
La FIG. 3 ilustra esquemas de (A) direccionamiento de la construcción 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 30 
dirección 3’ a 5’); un casete de neomicina (presente en una dirección de 3’ a 5’) flanqueado por sitios FRT; un 
gen Adam6b (presente en una dirección 3’ a 5’); la Región de Control Intergénica 1 (IGCR1, Intergenic Control 
Region 1; una región reguladora de recombinación V(D)J clave)); y un casete de espectinomicina (presente en 
una dirección 5’ a 3’) (4. BHR (Cm+Kan)); y (B) direccionamiento del locus genómico del clon VI444 BAC que 
contiene los genes Adam6a y 6b en el locus genómico de cadena pesada universal (UHC, universal heavy chain) 35 
cadena arriba del clon VI443 BAC entre los sitios I-CeuI y AscI mediante digestión con enzimas de restricción y 
ligamiento (ligamiento 5. I-CeuI/AscI (Hig+Kan)). 
 
La FIG. 4 ilustra esquemas de (A) direccionamiento de la construcción final (ADN de MAID6031 BAC) en células 
ES aisladas del ratón heterocigoto 1661; y muestra (B) la localización genómica de las sondas y de los 40 
cebadores utilizados en los ensayos de exploración. 

 
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). 45 
 
La FIG. 6 ilustra la organización genómica del ADN del cromosoma artificial bacteriano (BAC, Bacterial Artificial 
Chromosome) 6031 y células ES heterocigotas 6031, y la localización genómica de los cebadores y de las 
sondas utilizados en los ensayos de exploración. 
 50 
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 exploración. 
 
La FIG. 8 muestra secuencias de cebadores y sondas utilizados en los ensayos de exploración. 
 55 
La FIG. 9 ilustra la estructura genómica del locus de cadena pesada de inmunoglobulina de ratones F0 
modificados genéticamente, que contiene una copia del alelo diana (incluyendo los genes Adam6a/6b y la 
secuencia de nucleótidos de región variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada (hVH3-
23)D)JH4;). (A) MAID 6031 het: un ratón F0 heterocigoto que comprende un locus de cadena pesada de 
inmunoglobulina modificado genéticamente con un casete de selección; (B) MAID 6032 het: un ratón F0 60 
heterocigoto que comprende un locus de cadena pesada de inmunoglobulina modificado genéticamente sin un 
casete de selección. 
 
La FIG. 10 muestra el resultado del análisis de separación de células activadas por fluorescencia (FACS) de 
células de la médula ósea aisladas de un ratón heterocigoto 6032 o de tipo silvestre. Panel superior: células de 65 
médula ósea aisladas de un ratón heterocigoto 6032 F0 o de tipo silvestre se seleccionaron en singletes y se 
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separaron basándose en la expresión de CD19 (un marcador de linfocitos B) y de CD3 (un marcador de linfocitos 
T). Panel inferior: linfocitos B seleccionados CD19+- se separaron basándose en la presencia de anticuerpos 
IgMb (anticuerpos producidos a partir de un alelo de tipo silvestre; alelo B6) o anticuerpos IgMa (anticuerpos 
producidos a partir del alelo modificado genéticamente (alelo 129) que codifica un dominio variable de cadena 
pesada reordenada (hVH3-23(D)JH4). 5 

 
La FIG. 11 muestra el resultado del análisis FACS de esplenocitos aislados de un ratón heterocigoto 6032 o de 
tipo silvestre. Panel superior: esplenocitos aislados de un ratón heterocigoto 6032 F0 o de tipo silvestre se 
seleccionaron en singletes y se separaron basándose en la expresión de CD19 (un marcador de linfocitos B) y de 
CD3 (un marcador de linfocitos T). Panel inferior: linfocitos B seleccionados CD19+- se separaron basándose en 10 
la presencia de anticuerpos IgMb (anticuerpos producidos a partir de un alelo de tipo silvestre; alelo B6) o 
anticuerpos IgMa (anticuerpos producidos a partir del alelo modificado genéticamente (alelo 129) que codifica un 
dominio variable de cadena pesada reordenada (hVH3-23(D)JH4). 
 
La FIG. 12 muestra el resultado del análisis FACS de las células sanguíneas aisladas de un ratón heterocigoto 15 
6032 o de tipo silvestre. Panel superior: células sanguíneas aisladas de un ratón heterocigoto 6032 F0 o de tipo 
silvestre se seleccionaron en singletes y se separaron basándose en la expresión de CD19 (un marcador de 
linfocitos B) y de CD3 (un marcador de linfocitos T). Panel inferior: linfocitos B seleccionados CD19+- se 
separaron basándose en la presencia de anticuerpos IgMb (anticuerpos producidos a partir de un alelo de tipo 
silvestre; alelo B6) o anticuerpos IgMa (anticuerpos producidos a partir del alelo modificado genéticamente (alelo 20 
129) que codifica un dominio variable de cadena pesada reordenada (hVH3-23(D)JH4). 
 
La FIG. 13A muestra los resultados del análisis FACS del número total de linfocitos B inmaduros CD19+ 
(CD19+IgDintIg-Mhi) y maduros (CD19+IgMloIgDhi) en bazos extraídos de ratones de tipo silvestre (TS) y 
homocigotos (6032HO) de una secuencia de nucleótidos de región variable de inmunoglobulina humana 25 
reordenada (VH3-23/D/JH4). Panel superior: células de bazo aisladas de un ratón de tipo silvestre u homocigoto 
6032 F2 se seleccionaron en singletes y se separaron basándose en la expresión de CD19 (un marcador de 
linfocitos B) y de CD3 (un marcador de linfocitos T). El panel inferior muestra gráficas de contorno 
representativas de esplenocitos seleccionados en CD19+ y teñidos para inmunoglobulina D (IgD) e 
inmunoglobulina M (IgM) de un ratón de tipo silvestre (TS) y un ratón homocigoto para una secuencia de 30 
nucleótidos de región variable de inmunoglobulina humana de cadena pesada reordenada (VH3-23/D/JH4). 
Dentro de cada región seleccionada se muestra el porcentaje de células. 

 
La FIG. 13B muestra el número total de linfocitos B (CD19+), linfocitos B maduros (CD19+IgDhi IgMlo) y linfocitos 
B inmaduros (CD19+IgDintIgMhi) en bazos extraídos de ratones de tipo silvestre (TS) y homocigotos para una 35 
secuencia de nucleótidos de región variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada (VH3-
23/D/JH4). 
 
La FIG. 13C muestra gráficas de contorno representativas de esplenocitos Igλ+ e Igκ+ seleccionados en CD19+ 
de un ratón de tipo silvestre (TS) y un ratón homocigoto (6032HO) para una secuencia de nucleótidos de región 40 
variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada (VH3-23/D/JH4). 
 
La FIG. 13D muestra el número total de linfocitos B (CD19+), linfocitos B Igκ+ (CD19+Igkappa+) y linfocitos B 
Igλ+ (CD19+Ig-lambda+) en bazos extraídos de ratones de tipo silvestre (TS) y homocigotos para una secuencia 
de nucleótidos de región variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada (VH3-23/D/JH4). 45 
 
La FIG. 13E muestra el desarrollo de linfocitos B periféricos en un ratón de tipo silvestre y ratones homocigotos 
para una secuencia de nucleótidos de región variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana 
reordenada (VH3-23/D/JH4). La primera columna (izquierda) de las gráficas de contorno muestran esplenocitos 
CD93+y B220+ seleccionados en CD19+ indicando linfocitos B inmaduros y maduros. La segunda columna 50 
(central) de la gráfica de contorno muestra la expresión de IgM+ y CD23+ en linfocitos B inmaduros indicando 
poblaciones de linfocitos B T1 (IgD-IgM+CD21loCD23-), T2 (IgDhiIgMhiCD21midCD23+) y T3. La tercera columna 
(derecha) de la gráfica de contorno muestra la expresión de linfocitos B maduros CD21+(CD35+) e IgM+ 
indicando una primera población más pequeña que da lugar a linfocitos B de la zona marginal y a una segunda 
población que da lugar a linfocitos B foliculares (FO). Dentro de cada región seleccionada se muestra el 55 
porcentaje de células. 
 
La FIG. 14A muestra gráficas de contorno representativas de médula ósea teñida para linfocitos B y T (CD19+ y 
CD3+, respectivamente) de un ratón de tipo silvestre (TS) y un ratón homocigoto para una secuencia de 
nucleótidos de región variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada (VH3-23/D/JH4). 60 
La FIG. 14B muestra el número absoluto de células (izquierda), el número total de células (centro) y el número 
total de linfocitos B (CD19+) (derecha) en médula ósea aislada de los fémures de ratones de tipo silvestre (TS) y 
homocigotos para la secuencia de nucleótidos de región variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana 
reordenada (VH3-23/D/JH4). 
 65 
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La FIG. 14C muestra gráficas de contorno representativas de médula ósea seleccionada en singletes teñida para 
inmunoglobulina M (IgM) y B220 de un ratón de tipo silvestre (TS) y un ratón homocigoto para una secuencia de 
nucleótidos de región variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana (VH3-23/D/JH4) reordenada. En 
cada una de las gráficas de contorno se indican linfocitos B inmaduros, maduros y pro/pre linfocitos B. 
 5 
La FIG. 14D muestra el número total de linfocitos B maduros (B220hiIgM+) e inmaduros (B220intIgM+) en médula 
ósea aislada de los fémures de ratones de tipo silvestre (TS) y homocigotos para una secuencia de nucleótidos 
de región variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada (VH3-23/D/JH4). 
 
La FIG. 14E muestra gráficas de contorno representativas de médula ósea seleccionada en singletes teñida para 10 
inmunoglobulina M (IgM) y B220 de un ratón de tipo silvestre (TS) y de ratones homocigotos para una secuencia 
de nucleótidos de región variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada (VH3-23/D/JH4) En 
cada una de las gráficas de contorno se ubican linfocitos B inmaduros, maduros y pro/pre linfocitos B. 
 
La FIG. 14F muestra gráficas de contorno representativas de médula ósea seleccionada en linfocitos B 15 
inmaduros (B220intIgM+) y maduros (B220hiIgM+) teñida para la expresión de Igκ e Igλ aislada de los fémures de 
un ratón de tipo silvestre (TS) y de ratones homocigotos para una secuencia de nucleótidos de región variable de 
cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada (VH3-23/D/JH4).  
 
La FIG. 15 muestra los niveles de mIgG específicas de antígeno en los sueros de ratón (F0 y F1 de tipo silvestre 20 
o 6031 HET) los días 15 y 24 después de la inmunización en las almohadillas plantares. 
 
La FIG. 16 muestra la secuencia de nucleótidos optimizada con codones y la secuencia de aminoácidos 
deducida de hVH3-23 (D4-4_Fase de Lectura 3)JH6 (SEQ ID NO: 145). 
 25 
La FIG. 17 muestra la secuencia de nucleótidos optimizada con codones y la secuencia de aminoácidos 
deducida de hVH3-23 (D4-4_Fase de Lectura 2)JH6 (SEQ ID NO: 146). 
 
La FIG. 18 muestra la secuencia de nucleótidos optimizada con codones y la secuencia de aminoácidos 
deducida de hVH3-23 (D4-4_Fase de Lectura 3)JH4 (SEQ ID NO: 147). 30 
 
La FIG. 19 muestra la secuencia de nucleótidos optimizada con codones y la secuencia de aminoácidos 
deducida de hVH3-23 (D4-4_Fase de Lectura 2)JH4 (SEQ ID NO: 148). 
 
La FIG. 20 muestra ejemplos de dos locus de doble cadena ligera (DLC, dual light chain) modificados 35 
genéticamente. El locus de la parte superior (DLC-5J) contiene un fragmento de ADN humano modificado por 
ingeniería genética que contiene dos segmentos génicos Vκ humanos y cinco segmentos génicos Jκ humanos. 
El locus de la parte inferior (DLC-1J) contiene un fragmento de ADN humano modificado por ingeniería genética 
que contiene dos segmentos génicos Vκ humanos y un segmento génico Jκ humano. Cada locus puede 
reordenarse para formar una región Vκ humana unida operativamente a una región constante de cadena ligera 40 
endógena (por ejemplo, una Cκ). Se muestran promotores de inmunoglobulina (P, flecha blanca encima del 
locus), exones líder (L, flechas blancas cortas) y los dos segmentos génicos Vκ humanos (flechas blancas 
largas), todos ellos flanqueados cadena arriba (5’) por un casete de neomicina que contiene sitios de 
recombinación Frt. Las secuencias señal de recombinación modificadas por ingeniería genética con cada uno de 
los segmentos génicos (Vκ y Jκ) humanos se indican con óvalos blancos yuxtapuestos con cada segmento 45 
génico. En la mayoría de los aspectos, a menos que se indique de otra manera, las formas oscuras y las líneas 
continuas representan secuencias de ratón, y las formas blancas y las líneas dobles representan secuencias 
humanas. Los diagramas no se presentan a escala. 

 
Las FIGS. 21A-21C muestran una estrategia general de construcción de un vector diana para la modificación por 50 
ingeniería genética de un locus kappa de inmunoglobulina que comprende dos segmentos Vκ humanos (hVκ1-39 
y hVκ3-20) y un segmento Jκ humano (JK5), así como potenciadores de ratón y un brazo de IgκC. La FIG. 21D 
muestra la introducción de este vector diana en células ES y la generación de ratones heterocigotos con el 
mismo; mientras que la FIG. 21E muestra la deleción del casete de selección en células ES utilizando la enzima 
FLP. En la mayoría de los aspectos, salvo que se indique de otra manera, las formas oscuras y las líneas 55 
continuas representan secuencias de ratón, y las formas blancas y las líneas dobles representan las secuencias 
humanas. Los diagramas no se presentan a escala. 
 
Las FIGS. 22A-22D muestran la secuencia de nucleótidos (SEQ ID NO: 82) de la parte del locus κ de 
inmunoglobulina modificada por ingeniería genética que comprende dos segmentos Vκ humanos (hVκ1-39 y 60 
hVκ3-20) y un segmento Jκ humano; la secuencia de nucleótidos abarca la secuencia humana modificada por 
ingeniería genética y comprende 100 pares de bases de la secuencia de ratón endógena 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 construcción de un vector diana para la modificación 65 
por ingeniería genética de un locus kappa de inmunoglobulina que comprende dos segmentos Vκ humanos 
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(hVκ1-39 y hVκ3-20) y cinco segmentos Jκ humanos, así como potenciadores de ratón y un brazo de IgκC. La 
FIG. 23C muestra la introducción de este vector diana en células ES y la generación de ratones heterocigotos 
con el mismo; mientras que la FIG. 23D muestra la deleción del casete de selección en células ES utilizando la 
enzima FLP. En la mayoría de los aspectos, salvo que se indique de otra manera, las formas oscuras y las líneas 
continuas representan secuencias de ratón, y las formas blancas y las líneas dobles representan secuencias 5 
humanas. Los diagramas no se presentan a escala. 

 
Las FIGS. 24A-24D muestran la secuencia de nucleótidos (SEQ ID NO: 83) del locus κ de inmunoglobulina 
modificado por ingeniería genética que comprende dos segmentos Vκ humanos (hVκ1-39 y hVκ3-20) y cinco 
segmentos Jκ humanos; la secuencia de nucleótidos abarca la secuencia de ratón endógena modificada por 10 
ingeniería 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 gráficas de contorno representativas de médula ósea teñida para 
linfocitos B y T (CD19+y CD3+, respectivamente) de un ratón de tipo silvestre (TS) y un ratón homocigoto para 15 
dos segmentos génicos Vκ humanos y cinco segmentos génicos Jκ humanos (DLC-5J). El panel inferior muestra 
gráficas de contorno representativas de médula ósea seleccionada en CD19+ y teñida para ckit+ y CD43+ de un 
ratón de tipo silvestre (TS) y un ratón homocigoto para dos segmentos génicos Vκ humanos y cinco segmentos 
génicos Jκ humanos (DLC-5J). En las gráficas de contorno del panel inferior se observan pro y pre linfocitos B. 
 20 
La FIG. 25B muestra el número de pro (CD19+CD43+ckit+) y pre (CD19+CD43-ckit-) linfocitos B en médula ósea 
extraída de los fémures de ratones de tipo silvestre (TS) y homocigotos para dos segmentos génicos Vκ 
humanos y cinco segmentos génicos Jκ humanos (DLC-5J). 
 
La FIG. 26A muestra gráficas de contorno representativas de médula ósea seleccionada en singletes teñida para 25 
inmunoglobulina M (IgM) y B220 de un ratón de tipo silvestre (TS) y de un ratón homocigoto para dos segmentos 
génicos Vκ humanos y cinco segmentos génicos Jκ humanos (DLC-5J). En cada una de las gráficas de contorno 
se indican los linfocitos B inmaduros, maduros y pro/pre. 
 
La FIG. 26B muestra el número total de linfocitos B (CD19+), linfocitos B inmaduros (B220intIgM+) y linfocitos B 30 
maduros (B220hiIgM+) en médula ósea aislada de los fémures de ratones de tipo silvestre (TS) y ratones 
homocigotos para dos Vκ humanos y cinco segmentos génicos Jκ humanos (DLC-5J). 

 
La FIG. 27A muestra gráficas de contorno representativas de médula ósea seleccionada en singletes teñidas 
para inmunoglobulina M (IgM) y B220 de un ratón de tipo silvestre (TS) y de un ratón homocigoto para dos 35 
segmentos génicos Vκ humanos y cinco segmentos génicos Jκ humanos (DLC-5J). En cada una de las gráficas 
de contorno se indican los linfocitos B inmaduros, maduros y pro/pre. 
 
La FIG. 27B muestra gráficas de contorno representativas de médula ósea seleccionada en linfocitos B 
inmaduros (B220intIgM+) y maduros (B220hiIgM+) teñidos para la expresión de Igκ e Igλ aislados de los fémures 40 
de un ratón de tipo silvestre (TS) y de un ratón homocigoto para dos segmentos génicos Vκ humanos y cinco 
segmentos génicos Jκ humanos (DLC-5J). 
 
La FIG. 28A, en el panel superior, muestra gráficas de contorno representativas de esplenocitos seleccionados 
en singletes y teñidos para linfocitos B y T (CD19+y CD3+, respectivamente) de un ratón de tipo silvestre (TS) y 45 
de un ratón homocigoto para dos segmentos génicos Vκ humanos y cinco Jκ humanos (DLC-5J). El panel inferior 
muestra gráficas de contorno representativas de esplenocitos seleccionados en CD19+ y teñidos para 
inmunoglobulina D (IgD) e inmunoglobulina M (IgM) de un ratón de tipo silvestre (TS) y de uno homocigoto para 
dos segmentos génicos Vκ humanos y cinco segmentos génicos Jκ humanos (DLC)-5J). En cada una de las 
gráficas de contorno se indican los linfocitos B maduros (54 para TS, 56,9 para DLC-5J) y transicionales (23,6 50 
para TS, 25,6 para DLC-5J). 
 
LA FIG. 28B muestra el número total de linfocitos B CD19+, linfocitos B transicionales (CD19+IgMhiIgDlo) y 
linfocitos B maduros (CD19+IgMloIgDhi) en bazos extraídos de ratones de tipo silvestre (TS) y homocigotos para 
dos segmentos génicos Vκ humanos y cinco segmentos génicos Jκ humanos (DLC-5J). 55 
 
La FIG. 29A muestra gráficas de contorno representativas de esplenocitos Igλ+ e Igκ+ seleccionados en CD19+ 
de un ratón de tipo silvestre (TS) y de un ratón homocigoto para dos segmentos génicos Vκ humanos y cinco 
segmentos génicos Jκ humanos (DLC-5J). 
 60 
La FIG. 29B muestra el número total de linfocitos B (CD19+), linfocitos B Igκ+ (CD19+Igκ+) y linfocitos B Igλ+ 
(CD19+Igλ+) en bazos extraídos de ratones de tipo silvestre (TS) y homocigotos para dos segmentos génicos Vκ 
humanos y cinco segmentos génicos Jκ humanos (DLC-5J). 

 
La FIG. 30A muestra el desarrollo de linfocitos B periféricos en ratones homocigotos para dos segmentos 65 
génicos Vκ humanos y cinco Jκ humanos. La primera gráfica 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 gráfica de contorno (parte superior central) muestra la expresión de IgM+ y CD23+ en linfocitos B 
inmaduros indicando poblaciones de linfocitos T1 (33,7; IgD-IgM+CD21loCD23-), T2 (21,2; 
IgDhiIgMhiCD21midCD23+) y T3 (29,1). La tercera gráfica de contorno (parte inferior central) muestra la expresión 
de linfocitos B maduros CD21+(CD35+) e IgM+ que indica una pequeña población (14,8) que da lugar a linfocitos 5 
B de la zona marginal y una segunda población (70,5) que da lugar a linfocitos B foliculares (FO). La cuarta 
gráfica de contorno (parte superior derecha) muestra la expresión 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; 
IgMhiIgDhiCD21hiCD23+). La quinta gráfica de contorno (inferior derecha) muestra la expresión de IgD+ e IgM+ en 
linfocitos B maduros indicando poblaciones de linfocitos B FO-I (79,0; IgDhiIgMloCD21midCD23+) y FO-II (15,1; 10 
IgDhiIgMhiCD21midCD23+). Dentro de cada región seleccionada se muestra el porcentaje de células. 
 
La FIG. 30B muestra el desarrollo de linfocitos B periféricos en ratones de tipo silvestre. La primera gráfica de 
contorno (extremo izquierdo) muestra esplenocitos CD93+y B220+ seleccionados en CD19+ indicando linfocitos 
B inmaduros (31,1) y maduros (64,4). La segunda gráfica de contorno (central superior) muestra la expresión de 15 
IgM+ y CD23+ en linfocitos B inmaduros indicando poblaciones de linfocitos B T1 (28,5; IgD-IgM+CD21loCD23-), 
T2 (28,7; IgDhiIgMhiCD21midCD23+) y T3 (30,7). La tercera gráfica de contorno (central inferior) muestra la 
expresión de CD21+ (CD35+) e IgM+ de linfocitos B maduros indicando una pequeña población (7,69) que da 
lugar a linfocitos B de la zona marginal y una segunda población (78,5) que da lugar a linfocitos B foliculares 
(FO). La cuarta gráfica de contorno (derecha superior) muestra la expresión de B220+ y CD23+ en linfocitos B 20 
maduros indicando poblaciones de linfocitos B de la zona marginal (79,9; MZ) y precursores de la zona marginal 
(19,4; IgMhiIgDhiCD21hiCD23+). La quinta gráfica de contorno (derecha inferior) muestra la expresión de IgD+ e 
IgM+ en linfocitos B maduros indicando poblaciones de linfocitos B FO-I (83,6; IgDhiIgMloCD21midCD23+) y FO-II 
(13,1; IgDhiIgMhiCD21midCD23+). Dentro de cada región seleccionada se muestra el porcentaje de células. 

 25 
La FIG. 31 muestra el número total de poblaciones de linfocitos B transicionales, de la zona marginal y folicular 
en bazos extraídos de ratones de tipo silvestre (TS) y homocigotos para dos segmentos génicos Vκ humanos y 
cinco Jκ humanos (DLC-5J). 
 
La FIG. 32 muestra la expresión relativa de ARNm en médula ósea (eje y) de cadenas ligeras procedentes de 30 
Vκ3-20 y de Vκ1-39 en un ensayo de PCR cuantitativa utilizando sondas específicas para los segmentos génicos 
Vκ3-20 o Vκ1-39 en ratones homocigotos para un reemplazo de los segmentos génicos Vκ y Jκ endógenos con 
segmentos génicos Vκ y Jκ humanos (Hκ) (cadena ligera humana de un ratón VELOCIMMUNE®), en ratones de 
tipo silvestre (TS), en ratones homocigotos para dos segmentos génicos Vκ humanos y cinco segmentos génicos 
Jκ humanos (DLC-5J) y en ratones homocigotos para dos segmentos génicos Vκ humanos y un segmento 35 
génico Jκ humano (DLC-1J). Las señales se normalizan con respecto a la expresión de Cκ de ratón. ND: no 
detectado. 
 
La FIG. 33 muestra la expresión relativa de ARNm en bazos completos (eje y) de las cadenas ligeras 
procedentes de Vκ3-20 y Vκ1-39 en un ensayo de PCR cuantitativa utilizando sondas específicas para los 40 
segmentos génicos Vκ3-20 o Vκ1-39 en ratones homocigotos para un reemplazo de los segmentos génicos Vκ y 
Jκ endógenos con los segmentos génicos Vκ y Jκ humanos (Hκ) (cadena ligera humana de un ratón 
VELOCIMMUNE®), en ratones de tipo silvestre (TS), en ratones homocigotos para dos segmentos génicos Vκ 
humanos y cinco segmentos génicos Jκ humanos (DLC-5J) y en ratones homocigotos para dos segmentos 
génicos Vκ humanos y un segmento génico Jκ humano (DLC-1J). Las señales se normalizan con respecto a la 45 
expresión de Cκ de ratón. ND: no detectado 

 
La FIG. 34 muestra la secuencia y las propiedades (% de contenido GC, N, % de emparejamiento erróneo, Tf) de 
cebadores seleccionados por mutagénesis utilizados para modificar por ingeniería genética cuatro restos de 
histidina en las CDR3 de la secuencia de la cadena ligera Vκ1-39 y Vκ3-20 humana. En la Tabla indicada más 50 
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 introducción de un vector diana que comprende dos segmentos de la cadena ligera Vκ 
humana, cada uno de ellos sustituido con cuatro restos de histidina y cinco Jκ humanos en células ES y la 55 
generación de ratones heterocigotos con el mismo; mientras que la FIG. 35B muestra la deleción del casete de 
selección en células ES utilizando la enzima FLPo. En la mayoría de los aspectos, salvo que se indique de otra 
manera, las formas oscuras y las líneas continuas representan secuencias de ratón y las formas blancas y las 
líneas dobles representan secuencias humanas. Los diagramas no se presentan a escala. 
 60 
La FIG. 36 muestra la secuencia y las propiedades (% de contenido GC, N, % de emparejamiento erróneo, Tf) de 
cebadores seleccionados por mutagénesis utilizados para modificar por ingeniería genética tres restos de 
histidina en las CDR3 de la secuencia de cadena ligera Vκ1-39 y Vκ3-20. En la Tabla indicada más adelante se 
incluyen las SEQ ID NO de estos cebadores utilizados en el Listado de Secuencias. F = cebador directo, R = 
cebador inverso. 65 
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La FIG. 37A muestra la introducción de un vector diana que comprende dos segmentos de cadena ligera Vκ 
humana, cada uno de ellos sustituido con tres restos de histidina y cinco Jκ humanos en células ES y la 
generación de ratones heterocigotos con el mismo; mientras que la FIG. 37B muestra la deleción del casete de 
selección en células ES utilizando la enzima FLPo. En la mayoría de los aspectos, salvo que se indique de otra 
manera, las formas oscuras y las líneas continuas representan secuencias de ratón, y las formas blancas y las 5 
líneas dobles representan secuencias humanas. Los diagramas no se presentan a escala. 

 
La FIG. 38A muestra el alineamiento de la secuencia de aminoácidos codificada por la secuencia Vκ3-20 de la 
línea germinal humana (secuencia inferior) con traducción de aminoácidos ejemplares de la secuencia variable 
de la cadena kappa ligera de IgM expresada en un ratón que comprende dos segmentos kappa V (Vκ3-20 y Vκ1-10 
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 ratón que conservó las 
tres sustituciones de histidina introducidas en la secuencia de la línea germinal. La FIG. 38B muestra el 
alineamiento de la secuencia de aminoácidos codificada por la secuencia Vκ1-39 de la línea germinal humana 
(secuencia inferior en cada alineamiento) con traducción de aminoácidos ejemplares de la secuencia variable de 15 
la cadena kappa ligera de IgM expresada en un ratón que comprende dos segmentos kappa V (Vκ3-20 y Vκ1-
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 ratón que conservó las tres modificaciones de histidina introducidas en la secuencia de la línea 
germinal, el alineamiento inferior muestra una secuencia variable de la cadena kappa de IgM expresada en un 20 
ratón que conservó dos de las tres modificaciones de histidina introducidas en la secuencia de la línea germinal . 
En algunos aspectos, la histidina introducida en la última posición de Vκ puede perderse durante el 
reordenamiento V-J. 
 
La FIG. 39 ilustra la estructura genómica de ratones F2 modificados genéticamente que comprenden una 25 
secuencia de ácido nucleico de región variable de cadena pesada reordenada en los locus de la cadena pesada 
(MAID6032; “ratón UHC”) y que adicionalmente comprende locus de cadena ligera modificados genéticamente 
que contienen dos segmentos génicos Vκ humanos (por ejemplo, un segmento génico Vκ1-39 humano y Vκ3-20 
humano) y cinco segmentos génicos Jκ humanos (hJκ1-5; DLC-5J) (MAID 1912HO). 

 30 
La FIG. 40A, en el panel superior, muestra gráficas de contorno representativas de esplenocitos seleccionados 
en singletes y teñidos 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 ácido nucleico de la región 
variable de la cadena pesada reordenada en el locus de la cadena pesada y dos segmentos génicos Vκ 
humanos y cinco Jκ humanos en los locus de la cadena ligera (MAID 1912HO 6032 HO; DLC x UHC). El panel 35 
inferior muestra gráficas de contorno representativas de esplenocitos seleccionados en CD19+ y teñidos para 
inmunoglobulina D (IgD) e inmunoglobulina M (IgM) de ratones de control modificados genéticamente (VI3; 
1293HO 1460HO) y ratones homocigotos para una secuencia de ácido nucleico de región variable de cadena 
pesada reordenada en los locus de la cadena pesada y dos segmentos génicos Vκ humanos y cinco Jκ humanos 
en los locus de la cadena ligera (MAID 1912HO 6032 HO; DLC x UHC). En cada una de las gráficas de contorno 40 
se indican los linfocitos B maduros e inmaduros. 
 
La FIG. 40B muestra el número total de linfocitos B CD19+, linfocitos B maduros (CD 19+IgMloIghi) y linfocitos B 
inmaduros (CD19+Ig-MhiIgDint) en bazos extraídos de ratones de control modificados genéticamente (VI3; 
1293HO 1460HO) y de ratones homocigotos para una secuencia de ácido nucleico de región variable de cadena 45 
pesada reordenada en los locus de la cadena pesada y dos segmentos génicos Vκ humanos y cinco Jκ humanos 
en los locus de la cadena ligera (MAID 1912HO 6032 HO; DLC x UHC). 
 
La FIG. 41A muestra gráficas de contorno representativas de esplenocitos Igλ+ e Igκ+ seleccionados en CD19+ 
de ratones de control modificados genéticamente (VI3; 1293HO 1460HO) y de ratones homocigotos para una 50 
secuencia de ácido nucleico de la región variable de la cadena pesada reordenada en los locus de la cadena 
pesada y dos segmentos génicos Vκ humanos y cinco Jκ humanos en los locus de la cadena ligera (MAID 
1912HO 6032 HO; DLC x UHC 

 
La FIG. 41B muestra el número total de linfocitos B (CD19+), linfocitos B Igκ+(CD19+Igκ+) y linfocitos B Igλ+ 55 
(CD19+Igλ+) en bazos extraídos de ratones de control modificados genéticamente (VI3; 1293HO 1460HO) y de 
ratones homocigotos para una secuencia de ácido nucleico de la región variable de la cadena pesada 
reordenada en los locus de cadena pesada y dos segmentos génicos Vκ humanos y cinco Jκ humanos en los 
locus de la cadena ligera (MAID 1912HO 6032 HO; DLC x UHC). 
 60 
La FIG. 42 muestra el análisis de citometría de flujo de la expresión en superficie de IgM en linfocitos B en bazos 
extraídos de ratones de control modificados genéticamente (VI3; 1293HO 1460HO) y de ratones homocigotos 
para una secuencia de ácido nucleico de región variable de cadena pesada reordenada en los locus de cadena 
pesada y dos segmentos génicos Vκ humanos y cinco Jκ humanos en los locus de cadena ligera (MAID 1912HO 
6032 HO; DLC x UHC). Las células se tiñeron con un anticuerpo fluorescente (conjugado con PE-Cy7) contra 65 
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 ácido nucleico de región variable de 
cadena pesada reordenada en los locus de cadena pesada y dos segmentos génicos Vκ humanos y cinco Jκ 
humanos en los locus de cadena ligera (MAID 1912HO 6032 HO; DLC x UHC). La primera gráfica de contorno 5 
(extremo izquierdo) muestra esplenocitos CD93+ y B220+ seleccionados en CD19+ indicando linfocitos B 
inmaduros y maduros. La segunda gráfica de contorno (central) muestra la expresión de IgM+ y CD23+ en 
linfocitos B inmaduros indicando poblaciones de linfocitos B T1 (IgD-IgM+CD21loCD23-), T2 
(IgDhiIgMhiCD21midCD23+) y T3. La tercera gráfica de contorno (derecha) muestra la expresión de CD21+ (CD35+) 
e IgM+ de linfocitos B maduros indicando las primeras poblaciones más pequeñas que dan lugar a linfocitos B de 10 
la zona marginal y segundas poblaciones más grandes que dan lugar a linfocitos B foliculares (FO). En cada 
región 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 ácido nucleico de región variable de 15 
cadena pesada reordenada en el locus de la cadena pesada y dos segmentos génicos Vκ humanos y cinco Jκ 
humanos en el locus de la cadena ligera (MAID 1912HO 6032 HO; DLC x UHC). La primera gráfica de contorno 
(izquierda) muestra la expresión de CD21+(CD35+) e IgM+ de linfocitos B maduros, indicando una población 
pequeña que da lugar a linfocitos B de la zona marginal y una segunda población que da lugar a linfocitos B 
foliculares (FO). La segunda gráfica de contorno (central) muestra la expresión de B220+ y CD23+ en linfocitos B 20 
maduros indicando poblaciones de linfocitos B de la zona marginal (MZ) y precursores de la zona marginal 
(IgMhiIgDhiCD21hiCD23+). La tercera gráfica de contorno (derecha) muestra la expresión de IgD+ e IgM+ en 
linfocitos B maduros indicando poblaciones de linfocitos B FO-I (IgDhiIgMintCD21intCD23+) y FO-II 
(IgDhiIgMintCD21intCD23+). En cada región seleccionada se muestra el porcentaje de células. 
 25 
La FIG. 44A muestra gráficas de contorno representativas de médula ósea teñida para linfocitos B y T (CD19+ y 
CD3+, respectivamente) de un ratón de control modificado genéticamente (VI3; 1293HO 1460HO) y un ratón 
homocigoto para una secuencia de ácido nucleico de región variable de cadena pesada reordenada en los locus 
de cadena pesada y dos segmentos génicos Vκ humanos y cinco Jκ humano en los locus de cadena ligera 
(MAID 1912HO 6032 HO; DLC x UHC). 30 
 
La FIG. 44B muestra el porcentaje de linfocitos, el número total de células/fémur y el número de linfocitos B 
CD19+ en médula ósea extraída de los fémures de ratones de control modificados genéticamente (VI3; 1293HO 
1460HO) y de ratones homocigotos para una secuencia de ácido nucleico de región variable de cadena pesada 
reordenada en los locus de cadena pesada y en dos segmentos génicos Vκ humanos y en cinco segmentos Jκ 35 
humanos en los locus de cadena ligera (MAID 1912HO 6032 HO; DLC x UHC). 

 
La FIG. 45A muestra gráficas de contorno representativas de médula ósea seleccionada en CD19+ y teñida para 
ckit+ y CD43+ de un ratón de control modificado genéticamente (VI3; 1293HO 1460HO) y de un ratón homocigoto 
para una secuencia de ácido nucleico de región variable de cadena pesada reordenada en los locus de cadena 40 
pesada y en dos segmentos génicos Vκ humanos y en cinco segmentos Jκ humanos en los locus de cadena 
ligera (MAID 1912HO 6032 HO; DLC x UHC). En las gráficas de contorno se indican los pro y pre linfocitos B. 
 
La FIG. 45B muestra el número de linfocitos Pre (CD19+CD43-ckit-) y Pro (CD19+CD43+ckit+) linfocitos B en 
médula ósea extraída de los fémures de ratones de control modificados genéticamente (VI3; 1293HO 1460HO) y 45 
de ratones homocigotos para una secuencia de ácido nucleico de región variable de cadena pesada reordenada 
en los locus de cadena pesada y en dos segmentos génicos Vκ humanos y Jκ humanos en los locus de cadena 
ligera (MAID 1912HO 6032HO; DLC x UHC). 
 
La FIG. 46A muestra gráficas de contorno representativas de médula ósea seleccionada en singletes teñida para 50 
inmunoglobulina M (IgM) y B220 de un ratón de control modificado genéticamente (VI3; 1293HO 1460HO) y un 
ratón homocigoto para una secuencia de ácido nucleico de región variable de cadena pesada reordenada en los 
locus de cadena pesada y en dos segmentos génicos Vκ humanos y cinco Jκ humanos en los locus de cadena 
ligera (MAID 1912HO 6032 HO; DLC x UHC). En cada una de las gráficas de contorno se muestran linfocitos B 
inmaduros, maduros y pro/pre. 55 
 
La FIG. 46B muestra el número total de células/fémur, linfocitos B inmaduros (B220intIgM+) y maduros 
(B220hiIgM+) en médula ósea aislada de los fémures de ratones de control modificados genéticamente (VI3; 
1293HO 1460HO) y de ratones homocigotos para una secuencia de ácido nucleico de región variable de cadena 
pesada reordenada en los locus de cadena pesada y en dos segmentos génicos Vκ humanos y cinco Jκ 60 
humanos en los locus de cadena ligera (MAID 1912HO 6032 HO; DLC x UHC). 

 
La FIG. 47 muestra gráficas de contorno representativas de médula ósea seleccionada en linfocitos B inmaduros 
(B220intIgM+) y maduros (B220hiIgM+) teñidos para la expresión de Igλ e Igκ aislados de fémures de un ratón de 
control modificado genéticamente (VI3; 1293HO 1460HO) y de un ratón homocigoto para una secuencia de ácido 65 
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nucleico de región variable de cadena pesada reordenada en los locus de cadena pesada y en dos segmentos 
génicos Vκ humanos y cinco Jκ humanos en los locus de cadena ligera (MAID 1912HO 6032 HO; DLC x UHC). 
La FIG. 48 muestra los niveles de mIgG específicas de antígeno en los sueros de ratón (HET de tipo silvestre o 
1912HO 6031 (DLC homocigoto x UHC heterocigoto)) antes de la inmunización en las almohadillas plantares, 23 
días después de una 1ª ronda de inmunización en las almohadilla plantares, 5 semanas después de la 1ª ronda 5 
de inmunización en las almohadillas plantares y después de una 2ª ronda de inmunización en las almohadillas 
plantares. 
 
La FIG. 49 ilustra la estructura genómica de ratones F1 modificados genéticamente que contienen secuencias de 
ácido nucleico de región variable de cadena pesada reordenadas en los locus de cadena ligera kappa (es decir, 10 
una secuencia VDJ de cadena pesada reordenada unida operativamente a una secuencia de ácido nucleico 
constante de cadena ligera kappa). 
 
La FIG. 50A muestra, en el panel superior, gráficas de contorno representativas de médula ósea teñida para 
linfocitos B y T (CD19+ y CD3+, respectivamente) de un ratón de tipo silvestre (TS) y de un ratón homocigoto para 15 
una secuencia de ácido nucleico de región variable de cadena pesada reordenada (hVH3 -23/D/JH4) en el locus 
de cadena ligera kappa. En el panel inferior se muestran gráficas de contorno representativas de médula ósea 
seleccionada en CD19+ y teñida para ckit+ y CD43+ de un ratón de tipo silvestre (TS) y de un ratón homocigoto 
para una secuencia de ácido nucleico de región variable de cadena pesada reordenada (hVH3-23/D/JH4) en los 
locus de cadena ligera kappa. En las gráficas de contorno del panel inferior se indican los Pro y Pre linfocitos B. 20 

 
La FIG. 50B muestra el número de Pro (CD19+CD43+ckit+) y Pre (CD19+CD43-ckit-) linfocitos B en médula ósea 
extraída de los fémures de ratones de tipo silvestre (TS) y de ratones homocigotos para una secuencia de ácido 
nucleico de región variable de cadena pesada reordenada (hVH3-23/D/JH4) en el locus de cadena ligera kappa. 
 25 
La FIG. 51A muestra gráficas de contorno representativas de médula ósea seleccionada en singletes teñida para 
inmunoglobulina M (IgM) y B220 de un ratón de tipo silvestre (TS) y de un ratón homocigoto para una secuencia 
de ácido nucleico de región variable de cadena pesada reordenada (hVH3-23/D/JH4 ) en el locus de la cadena 
ligera kappa. En cada una de las gráficas de contorno se indican los linfocitos B inmaduros, maduros y pro/pre. 
 30 
La FIG. 51B muestra el número total de linfocitos B (CD19+) y pro/pre B (IgM-B220+) en médula ósea aislada de 
los fémures de ratones de tipo silvestre (TS) y de ratones homocigotos para una secuencia de ácido nucleico de 
región variable de cadena pesada reordenada (hVH3-23/D/JH4) en el locus de cadena ligera kappa. 
 
La FIG. 51C muestra el número de linfocitos B inmaduros (B220intIgM+) y B maduros (B220hiIgM+) en médula 35 
ósea aislada de los fémures de ratones de ratones de tipo silvestre (TS) y de ratones homocigotos para una 
secuencia de ácido nucleico de región variable de cadena pesada reordenada (hVH3-23/D/JH4) en el locus de 
cadena ligera kappa. 

 
La FIG. 52 muestra gráficas de contorno representativas de médula ósea seleccionada en linfocitos B inmaduros 40 
(B220intIgM+) y maduros (B220hiIgM+) teñidos para la expresión de Igλ e Igκ aislados de los fémures de ratones 
de tipo silvestre (TS) y de ratones homocigotos para una secuencia de ácido nucleico de región variable de 
cadena pesada reordenada (hVH3-23/D/JH4) en el locus de cadena ligera kappa. 
 
La FIG. 53A, muestra, en el panel superior, gráficas de contorno representativas de esplenocitos seleccionados 45 
en singletes y teñidos para linfocitos B y T (CD19+ y CD3+, respectivamente) de un ratón de tipo silvestre (TS) y 
de un ratón homocigoto para una secuencia de ácido nucleico de región variable de cadena pesada reordenada 
(hVH3-23/D/JH4) en el locus de cadena ligera kappa. En el panel inferior se muestran gráficas de contorno 
representativas de esplenocitos seleccionados en CD19+ y teñidos para inmunoglobulina D (IgD) e 
inmunoglobulina M (IgM) de un ratón de tipo silvestre (TS) y un ratón homocigoto para una secuencia de ácido 50 
nucleico de región variable de cadena pesada reordenada (hVH3 -23/D/JH4) en el locus de cadena ligera kappa. 
En cada una de las gráficas de contorno se muestran linfocitos B maduros (56,9 para TS, 43 para hVH3-23/D/JH4 
en kappa) y transicionales (26,8 para TS, 34 para hVH3-23/D/JH4 en kappa). 
 
La FIG. 53B muestra el número total de linfocitos B CD19+, linfocitos B maduros (CD19+IgMloIghi) y linfocitos B 55 
transicionales (CD19+Ig-MhiIgDint) en bazos extraídos de ratones de tipo silvestre (TS) y de ratones homocigotos 
para una secuencia de ácido nucleico de región variable de cadena pesada reordenada (hVH3-23/D/JH4) en el 
locus de cadena ligera kappa. 
 
La FIG. 54A muestra gráficas de contorno representativas de esplenocitos Igλ+ e IgK+ seleccionados en CD19+ 60 
de un ratón de tipo silvestre (TS) y una secuencia de ácido nucleico de región variable de cadena pesada 
reordenada (hVH3-23/D/JH4) en el locus de cadena ligera kappa. 
La FIG. 54B muestra el número total de linfocitos B (CD19+), linfocitos B Igκ+ (CD19+IgK+) y linfocitos B Igλ+ 
(CD19+IgX+) en bazos extraídos de ratones de tipo silvestre (TS) y de ratones homocigotos para una secuencia 
de ácido nucleico de región variable de cadena pesada reordenada (hVH3-23/D/JH4) en el locus de cadena ligera 65 
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 ácido nucleico de región variable de cadena pesada reordenada (hVH3-
23/D/JH4) en el locus de cadena ligera kappa en comparación con ratones de tipo silvestre. La primera gráfica de 
contorno (izquierda) muestra esplenocitos CD93+ y B220+ seleccionados en CD19+ indicando linfocitos B 5 
inmaduros y maduros. La segunda gráfica de contorno (central) muestra la expresión de IgM+ y CD23+ en 
linfocitos B inmaduros, indicando poblaciones T1, T2 y T3 de linfocitos B. La tercera gráfica de contorno 
(derecha) muestra la expresión de CD21+(CD35+) e IgM+ de linfocitos B maduros indicando una primera pequeña 
población que da lugar a linfocitos B de la zona marginal y una segunda población más grande que da lugar a 
linfocitos B foliculares (FO). En cada región seleccionada se muestra el porcentaje de células. 10 
 
La FIG. 56 ilustra la estructura genómica de ratones F2 homocigotos modificados genéticamente, de una 
secuencia de ácido nucleico de región variable de cadena pesada reordenada en el locus de cadena ligera kappa 
(MAID 6079HO; “ratón UHC en cadena kappa” homocigoto) y de ratones homocigotos de una secuencia de 
ácido nucleico de región variable de cadena ligera kappa en un locus de cadena pesada (MAID 1994HO; ratón 15 
con cadena kappa en cadena pesada (“KoH”, kappa on heavy)). 

 
La FIG. 57A muestra, en el panel superior, gráficas de contorno representativas de médula ósea teñida para 
linfocitos B y T (CD19+ y CD3+, respectivamente) de un ratón VELOCIMMUNE® (VI3) y de un ratón homocigoto 
para una secuencia de ácido nucleico de región variable de cadena pesada reordenada en el locus de cadena 20 
ligera kappa y homocigoto para una secuencia de ácido nucleico de región variable de cadena ligera kappa en un 
locus de cadena pesada. El panel inferior muestra gráficas de contorno representativas de médula ósea 
seleccionada en CD19+ y teñida para ckit+ y CD43+ de un ratón VELOCIMMUNE® (VI3) y un ratón homocigoto 
para una secuencia de ácido nucleico de región variable de cadena pesada reordenada en el locus de cadena 
ligera kappa y homocigoto para un secuencia de ácido nucleico de región variable de cadena ligera kappa en un 25 
locus de cadena pesada. En las gráficas de contorno del panel inferior se indican linfocitos Pro y Pre B. 
 
La FIG. 57B muestra el número total de linfocitos Pro B (CD19+) y los números de linfocitos Pro 
(CD19+CD43+ckit+) y Pre (CD19+CD43-ckit-) B en médula ósea extraída de los fémures de ratones 
VELOCIMMUNE® (1242HO 1640HO) y de ratones homocigotos para una secuencia de ácido nucleico de región 30 
variable de cadena pesada reordenada en el locus de cadena ligera kappa y ratones homocigotos para una 
secuencia de ácido nucleico de región variable de cadena ligera kappa en un locus de cadena pesada (1994HO 
6079HO). Los números se presentan como números absolutos de linfocitos por fémur y porcentaje celular. 
 
La FIG. 58A muestra gráficas de contorno representativas de médula ósea seleccionada en singletes teñida para 35 
inmunoglobulina M (IgM) y B220 de un ratón VELOCIMMUNE® (1242HO 1640HO) y de un ratón homocigoto 
para una secuencia de ácido nucleico de región variable de cadena pesada reordenada en el locus de la cadena 
ligera kappa y homocigoto para una secuencia de ácido nucleico de región variable de cadena ligera kappa en un 
locus de cadena pesada (1994HO 6079HO). En cada una de las gráficas de contorno se muestran los linfocitos 
B inmaduros, maduros y pro/pre. 40 

 
La FIG. 58B muestra el número de linfocitos B inmaduros (B220intIgM+) y maduros (B220hiIgM+) en médula ósea 
aislada de los fémures de ratones VELOCIMMUNE® (1242HO 1640HO) y de ratones homocigotos para una 
secuencia de ácido nucleico de región variable de cadena pesada reordenada en el locus de cadena ligera kappa 
y homocigotos para una secuencia de ácido nucleico de región variable de cadena ligera kappa en un locus de 45 
cadena pesada (1994HO 6079HO). Los números se presentan tanto como en números absolutos de linfocitos 
por fémur como en porcentaje celular. 
 
La FIG. 59 muestra gráficas de contorno representativas de médula ósea seleccionada en linfocitos B inmaduros 
(B220intIgM+) y maduros (B220hiIgM+) teñidos para la expresión de Igλ e Igκ aislados de los fémures de ratones 50 
VELOCIMMUNE® (1242HO 1640HO) y de ratones homocigotos para una secuencia de ácido nucleico de región 
variable de cadena pesada reordenada en el locus de cadena ligera kappa y homocigotos para una secuencia de 
ácido nucleico de región variable de cadena ligera kappa en un el locus de cadena pesada (1994HO 6079HO). 
 
La FIG. 60A muestra gráficas de contorno representativas de esplenocitos seleccionados en CD19+ y teñidos 55 
para inmunoglobulina D (IgD) e inmunoglobulina M (IgM) de un ratón VELOCIMMUNE® (VI3; 1242HO 1640HO) 
y de un ratón homocigoto para una secuencia de ácido nucleico de región variable de cadena pesada 
reordenada en el locus de cadena ligera kappa y homocigoto para una secuencia de ácido nucleico de la región 
variable de cadena ligera kappa en un locus de cadena pesada (1994HO) 6079HO). En cada una de las gráficas 
de contorno se indican linfocitos B maduros y transicionales/inmaduros. 60 

 
La FIG. 60B muestra el número total de linfocitos B CD19+, linfocitos B maduros (CD19+IgMloIghi) y linfocitos B 
transicionales (CD19+Ig-MhiIgDlo) en bazos extraídos de ratones VELOCIMMUNE® (1242HO 1640HO) y de 
ratones homocigotos para una secuencia de ácido nucleico de región variable de cadena pesada reordenada en 
el locus de cadena ligera kappa y homocigotos para una secuencia de ácido nucleico de región variable de 65 
cadena ligera kappa en un locus de cadena pesada (1994HO 6079HO). 
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La FIG. 61 muestra el número total de linfocitos B (CD19+), linfocitos B Igκ+ (CD19+Igκ+) y linfocitos B Igλ+ 
(CD19+Igλ+) en bazos extraídos de ratones VELOCIMMUNE® (1242HO 1640HO) y de ratones homocigotos para 
una secuencia de ácido nucleico de región variable de cadena pesada reordenada en el locus de cadena ligera 
kappa y homocigotos para una secuencia de ácido nucleico de región variable de cadena ligera kappa en un 5 
locus de cadena pesada (1994HO 6079HO). Los números se presentan tanto como en números 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 ácido nucleico de región 10 
variable de cadena pesada reordenada en el locus de cadena ligera kappa y homocigotos para una secuencia de 
ácido nucleico de región variable de cadena ligera kappa en un locus de cadena pesada (1994HO) 6079HO). La 
gráfica de contorno superior muestra esplenocitos CD93+ y B220+ seleccionados en CD19+ indicando los 
linfocitos B inmaduros y maduros. La gráfica de contorno inferior muestra la expresión de IgM+ y CD23+ en 
linfocitos B inmaduros indicando poblaciones T1, T2 y T3 de linfocitos B. En cada región seleccionada se 15 
muestra el porcentaje de linfocitos. 
 

Descripción detallada 
 
La presente invención no se limita a métodos particulares y a las condiciones experimentales descritas, ya que 20 
dichos métodos y condiciones pueden variar. También debe entenderse que la terminología que se utiliza en el 
presente documento tiene la finalidad de describir aspectos particulares únicamente y no pretende ser limitante, 
dado que el alcance de la presente invención está definido por las reivindicaciones. 
 
A menos que se defina de otra manera, todos los términos y frases que se utilizan en el presente documento 25 
incluyen los significados que los términos y frases se entienden en la técnica, a menos que se indique claramente lo 
contrario o sea claramente sea obvio en el contexto en el que se utilice el término o la frase. Aunque en la práctica o 
ensayo de la presente invención 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. 
 30 
El término “anticuerpo”, como se usa en el presente documento, incluye moléculas de inmunoglobulina que 
comprenden cuatro cadenas polipeptídicas, 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 región constante de cadena pesada (CH). La región constante de cadena pesada comprende tres dominios, 
CH1, CH2 y CH3. Cada cadena ligera comprende un dominio variable de cadena ligera y una región constante de 35 
cadena ligera (CL). Los dominios variables de cadena ligera y pesada pueden subdividirse además en regiones de 
hipervariabilidad, denominadas regiones determinantes de la complementariedad (CDR, complementarity 
determining regions), intercaladas con regiones que son más 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, 40 
FR4 (las CDR de cadena pesada pueden abreviarse como HCDR1, HCDR2 y HCDR3; las CDR de la cadena ligera 
pueden abreviarse como LCDR1, LCDR2 y LCDR3). La expresión anticuerpo de “alta afinidad” se refiere a un 
anticuerpo que tiene una KD con respecto a su epítopo diana de aproximadamente 10-9 M o inferior (por ejemplo, de 
aproximadamente 1 x 10-9 M, 1 x 10-10 M, 1 x 10-11 M, o de aproximadamente 1 x 10-12 M). En un aspecto, la KD se 
mide mediante resonancia de plasmón superficial, por ejemplo, BIACORE™; en otro aspecto, la KD se mide por 45 
ELISA. 
 
La frase “anticuerpo biespecífico” incluye un anticuerpo que es capaz de unirse selectivamente a dos o más 
epítopos. Generalmente, los anticuerpos biespecíficos comprenden dos cadenas pesadas no idénticas, uniéndose 
cada cadena pesada específicamente con un epítopo diferente bien en dos moléculas diferentes (por ejemplo, 50 
diferentes epítopos en dos inmunógenos diferentes) o en la misma molécula (por ejemplo, diferentes epítopos en el 
mismo inmunógeno). Si un anticuerpo biespecífico es capaz de unirse selectivamente a dos epítopos diferentes (un 
primer epítopo y un segundo epítopo), la afinidad de la primera cadena pesada por el primer epítopo generalmente 
será de al menos uno a dos o tres o cuatro o más órdenes de magnitud menor que la afinidad de la primera cadena 
pesada por el segundo epítopo, y viceversa. Los epítopos que se unen específicamente por el anticuerpo 55 
biespecífico pueden ser en la misma diana o en una diana diferente (por ejemplo, en la misma proteína o en una 
proteína diferente). Como ejemplos de anticuerpos biespecíficos se incluyen aquellos con una primera cadena 
pesada específicos para un antígeno tumoral y con una segunda cadena pesada específica para un marcador 
citotóxico, por ejemplo, un receptor Fc (por ejemplo, FcγRI, FcγRII, FcγRIII, etc.) o un marcador de linfocitos T (por 
ejemplo, CD3, CD28, etc.). Además, el segundo dominio variable de cadena pesada puede sustituirse con un 60 
dominio variable de cadena pesada que tenga una especificidad deseada diferente. Por ejemplo, un anticuerpo 
biespecífico con una primera cadena pesada específica para un antígeno tumoral y una segunda cadena pesada 
específica 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 biespecíficos incluyen aquellos con una primera 
cadena pesada específica para un receptor activador (por ejemplo, receptor de linfocitos B, FcγRI, FcγRIIA, 65 
FcγRIIIA, FcαRI, receptor de linfocitos T etc.) y una segunda cadena pesada específica para un receptor inhibidor 
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(por ejemplo, FcγRIIB, CD5, CD22, CD72, CD300a, etc.). Dichos anticuerpos biespecíficos pueden construirse para 
afecciones terapéuticas asociadas a la activación celular (por ejemplo, alergia y asma). Los anticuerpos 
biespecíficos pueden crearse, por ejemplo, combinando cadenas pesadas que reconozcan diferentes epítopos del 
mismo inmunógeno. Por ejemplo, las secuencias de ácido nucleico que codifican secuencias variables de cadena 
pesada que reconocen diferentes epítopos del mismo inmunógeno pueden fusionarse con secuencias de ácido 5 
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 biespecífico 
típico tiene dos cadenas pesadas, teniendo cada una de ellas tres CDR de cadena pesada, seguidas (del extremo N 
al extremo C), de un dominio CH1, una bisagra, un dominio CH2 y un dominio CH3, y una cadena ligera de 
inmunoglobulina que no confiere especificidad de unión con el epítopo sino que puede asociarse con cada cadena 10 
pesada, o que puede asociarse con cada cadena pesada y que puede unirse a uno o más de los epítopos unidos 
por las regiones de unión a epítopo de cadena pesada, o que puede asociarse con cada cadena pesada y permitir la 
unión de una, o de las dos cadenas pesadas, con uno o ambos epítopos. De manera similar, la expresión 
“anticuerpo triespecífico” incluye un anticuerpo que es capaz de unirse selectivamente a tres o más epítopos. 
 15 
El término “célula” incluye cualquier célula que sea adecuada para la expresión de una secuencia de ácido 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 fúngicas, 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 20 
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, hámster, rata o ratón. 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 riñón (por ejemplo, HEK293, 293 EBNA, 
MSR 293, MDCK, HaK, BHK), HeLa, HepG2, Wl38, MRC 5, Colo205, HB 8065, HL-60, (por ejemplo, BHK21), 25 
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 línea celular procedente de una 
células anteriormente mencionada. En algunos aspectos, la célula comprende uno o más genes víricos, por ejemplo, 
una célula retiniana que expresa un gen vírico (por ejemplo, una célula PER.C6™). 
 30 
La frase “región determinante de la complementariedad” o el término “CDR”, incluye una secuencia de aminoácidos 
codificada por una secuencia de ácido 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 región 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 línea germinal o por una secuencia reordenada o no 35 
reordenada y, por ejemplo, por un linfocito B virgen o maduro o por un linfocito T. Una CDR puede estar 
somáticamente mutada (por ejemplo, variar de una secuencia codificada en una línea germinal animal), humanizada 
y/o modificada con sustituciones, adiciones o deleciones de aminoácidos. En algunas circunstancias (por ejemplo, 
para una CDR3), las CDR pueden estar codificadas por dos o más secuencias (por ejemplo, secuencias de la línea 
germinal) que no son contiguas (por ejemplo, en una secuencia de ácido nucleico no reordenada), pero que son 40 
contiguas en una secuencia de ácido nucleico de linfocito B, por ejemplo, como resultado del corte y empalme o 
conexión de las secuencias (por ejemplo, recombinación V-D-J para formar una CDR3 de cadena pesada). 
 
El término “conservativa”, cuando se utiliza para describir una sustitución de aminoácido conservativa, incluye la 
sustitución de un resto de aminoácido por otro resto de aminoácido que tiene un grupo R en la cadena lateral con 45 
propiedades químicas (por ejemplo, carga o hidrofobicidad) similares. En general, una sustitución de aminoácidos 
conservativa no cambiará sustancialmente las propiedades funcionales de interés de una proteína, por ejemplo, la 
capacidad de una región variable para unirse específicamente a un epítopo diana con una afinidad deseada. Como 
ejemplos de grupos de aminoácidos que tienen cadenas laterales con propiedades químicas similares se incluyen 
cadenas laterales alifáticas, tales como glicina, alanina, valina, leucina e isoleucina; cadenas laterales de hidroxilo 50 
alifáticas, tales como, serina y treonina; cadenas laterales que contienen amida, tales como, asparagina y glutamina; 
cadenas laterales aromáticas, tales como, fenilalanina, tirosina y triptófano; cadenas laterales básicas, tales como, 
lisina, arginina e histidina; cadenas laterales ácidas, tales como ácido aspártico y ácido glutámico; y cadenas 
laterales que contienen azufre, tales como, cisteína y metionina. Como grupos de sustitución de aminoácidos 
conservativa se incluyen, por ejemplo, valina/leucina/isoleucina, fenilalanina/tirosina, lisina/arginina, alanina/valina, 55 
glutamato/aspartato y asparagina/glutamina. En algunos aspectos, una sustitución de aminoácidos conservativa 
puede ser una sustitución de cualquier resto nativo en una proteína con alanina, tal y como se utiliza, por ejemplo, 
en la mutagénesis de barrido con alanina. En algunos aspectos, se realiza una sustitución conservativa que tiene un 
valor positivo en la matriz de probabilidad logarítmica PAM250 desvelada en Gonnet et al. (1992) Exhaustive 
Matching of the Entire Protein Sequence Database, Science 256: 1443-45. En algunos aspectos, la sustitución es 60 
una sustitución moderadamente conservativa en la que la sustitución tiene un valor no negativo en la matriz de 
probabilidad logarítmica PAM250. 
 
En algunos aspectos, las posiciones de los restos en una cadena pesada o ligera de inmunoglobulina, difieren en 
una o más sustituciones de aminoácidos conservativas. En algunos aspectos, las posiciones de los restos en una 65 
cadena ligera de inmunoglobulina o fragmento funcional de la misma (por ejemplo, un fragmento que permita la 
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expresión y la secreción, por ejemplo, de un linfocito B) no son idénticas a las de una cadena ligera cuya secuencia 
de aminoácidos se enumere en el presente documento, aunque difieren en una o más sustituciones de aminoácidos 
conservativas. 
 
La frase “proteína de unión a epítopo” incluye una proteína que tiene al menos una CDR que es capaz de reconocer 5 
selectivamente un epítopo, por ejemplo, que es capaz de unirse a un epítopo con una KD que es aproximadamente 
de un micromolar o inferior (por ejemplo, una KD que es de aproximadamente 1 x 10-6 M, 1 x 10-7 M, 1 x 10-9 M, 1 x 
10-9 M, 1 x 10-10 M, 1 x 10-11 M, o de aproximadamente 1 x 10-12 M). Las proteínas de unión a epítopo terapéuticas 
(por ejemplo, anticuerpos terapéuticos) frecuentemente requieren una KD que esté en el intervalo nanomolar o 
picomolar. 10 
 
La frase “fragmento funcional” incluye fragmentos de proteínas de unión a epítopo que pueden expresarse, 
secretarse y unirse específicamente a un epítopo con una KD en el intervalo micromolar, nanomolar o picomolar. El 
reconocimiento específico incluye tener una KD que esté al menos en el intervalo micromolar, nanomolar o 
picomolar. 15 
 
La expresión “línea germinal”, en referencia a una secuencia de ácido nucleico de inmunoglobulina, incluye una 
secuencia de ácido nucleico que pueda transferirse a la descendencia. 
 
La expresión “cadena pesada” o “cadena pesada de inmunoglobulina” incluye una secuencia de cadena pesada de 20 
inmunoglobulina, incluyendo una secuencia de región 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 típica tiene, después del dominio variable (desde el extremo N al 
extremo C), un dominio CH1, una bisagra, un dominio CH2 y un dominio CH3. Un fragmento funcional de una cadena 25 
pesada incluye un fragmento que es capaz de reconocer específicamente un epítopo (por ejemplo, reconocer el 
epítopo con una KD 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 está codificado por una 
secuencia génica de región variable, que generalmente comprende segmentos VH, DH y JH procedentes de un 
repertorio de segmentos VH, DH y JH presentes en la línea germinal. Las secuencias, localizaciones y nomenclatura 30 
de los segmentos de cadena pesada para V, DH y J de varios organismos pueden encontrarse en la base de datos 
de IMGT, www.imgt.org. 
 
Cuando el término “identidad” se usa en relación 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 35 
nucleótidos y/o de aminoácidos. En algunos aspectos descritos en el presente documento, las identidades se 
determinan utilizando un alineamiento ClustalW v. 1.83 (lento) que emplea una penalización por apertura de hueco 
de 10,0, una penalización por hueco extendido de 0,1 y que utiliza 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, dependerá de las secuencias particulares, pero en el caso de un dominio constante de 40 
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 canónico, por 
ejemplo, capaz de formar dos láminas beta que comprenden cadenas beta y capaz de interaccionar con al menos un 
dominio CH1 de un ser humano o un ratón. En el caso de un dominio CH1, la longitud de la secuencia debe contener 
secuencias de suficiente longitud para plegarse en un dominio CH1 que sea capaz de formar dos láminas beta que 45 
comprendan cadenas beta y que sea capaz de interaccionar al menos con un dominio constante de cadena ligera de 
ratón 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. 50 
 
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, así 
como cadenas ligeras sustitutivas. Los dominios variables de cadena ligera, incluyen típicamente tres CDR de 
cadena ligera, y cuatro regiones estructurales (FR), a menos que se especifique de otra manera. Generalmente, una 55 
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 región constante de cadena ligera. Un dominio variable de 
cadena ligera está codificado por una secuencia génica de región variable de cadena ligera, que generalmente 
comprende segmentos VL y JL, procedentes de un repertorio de segmentos V y J presentes en la línea germinal. 
Las secuencias, localizaciones y nomenclatura para los segmentos de cadena ligera V y J de diversos organismos, 60 
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 epítopo unidos selectivamente por la proteína de unión a 
epítopo en la que aparece. Las cadenas ligeras también incluyen las que se unen y reconocen, o ayudan a la 
cadena pesada con la unión y reconocimiento, uno o más epítopos selectivamente unidos mediante la proteína de 
unión a epítopo en la que aparecen. Las cadenas ligeras comunes o universales incluyen las procedentes de un gen 65 
humano Vκ1-39Jκ5 o de un gen humano Vκ3-20Jκ1, e incluyen versiones somáticamente 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 Vκ humanos, por ejemplo, un 
segmento génico Vκ1-39 humano y un segmento génico Vκ3-20 humano, e incluyen versiones somáticamente 
mutadas (por ejemplo, maduradas por afinidad) de las mismas. 
 5 
La frase “somáticamente hipermutada” incluye la referencia a una secuencia de ácido nucleico de un linfocito B que 
ha experimentado un intercambio de clase, en la que la secuencia de ácido nucleico de una región variable de 
inmunoglobulina (por ejemplo una secuencia de nucleótidos 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 ácido nucleico en el linfocito B antes del intercambio de clase, tal como, por ejemplo, una diferencia 10 
en una secuencia de ácido 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. “Somáticamente mutada” 
incluye la referencia a secuencias de ácido nucleico de linfocitos B madurados por afinidad que no son idénticas a 
las regiones de región variable de inmunoglobulina correspondientes en linfocitos B que no están madurados por 
afinidad (es decir, secuencias en el genoma de las células de línea germinal). La frase “somáticamente mutada” 15 
también incluye la referencia a una secuencia de ácido nucleico de región variable de inmunoglobulina de un linfocito 
B después de la exposición del linfocito B a un epítopo de interés, en el que la secuencia de ácido nucleico difiere de 
la secuencia de ácido nucleico correspondiente antes de exponer al linfocito B al epítopo de interés. La frase 
“somáticamente mutada” se refiere a secuencias de anticuerpos que se han generado en un animal, por ejemplo, un 
ratón que tiene secuencias de ácido nucleico de región variable de inmunoglobulina humana, en respuesta a una 20 
exposición a un inmunógeno, y que es el resultado de los procesos de selección extrínsecamente operativos en 
dicho animal. 
 
La expresión “no reordenada”, con referencia a una secuencia de ácido nucleico, incluye secuencias de ácido 
nucleico que existen en la línea germinal de una célula animal. 25 
 
La frase “dominio variable” incluye una secuencia de aminoácidos de una cadena ligera o pesada de 
inmunoglobulina (modificada según se desee) que comprende las siguientes regiones de aminoácidos, en secuencia 
desde el extremo N al extremo C (a menos que se indique de otra manera): FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, 
FR4. 30 
 
La expresión “unido(a) operativamente” se refiere a una relación en la que los componentes funcionan unidos 
operativamente en su manera deseada. En un caso, una secuencia de ácido nucleico que codifica una proteína 
puede estar unida operativamente a secuencias reguladoras (por ejemplo, una secuencia promotora, potenciadora, 
silenciadora, etc.) para conservar la regulación transcripcional apropiada. En un caso, una secuencia de ácido 35 
nucleico de una región variable de inmunoglobulina (o segmentos V(D)J) puede estar unida operativamente a una 
secuencia de ácido nucleico de una región constante de inmunoglobulina para permitir que se produzca la 
recombinación 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 40 
polipéptido que conserva al menos una actividad biológica normalmente asociada a la proteína 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 45 
aproximadamente 7,0 y aproximadamente 7,4, por ejemplo, entre aproximadamente 7,2 y aproximadamente 7,4, por 
ejemplo, un pH fisiológico. Un “pH ácido” 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 endosómicos o lisosómicos. 
 50 
La expresión “variante polimórfica” como se usa en el presente documento, incluye una secuencia en la que uno o 
más nucleótidos o aminoácidos se han sustituido por nucleótidos o aminoácidos diferentes en comparación con la 
secuencia determinada. Los alelos polimórficos de los segmentos génicos variables de cadena pesada (genes VH) 
de inmunoglobulina humana, han sido en gran parte el resultado de la inserción/deleción de segmentos génicos y de 
diferencias de un solo nucleótido dentro de las regiones codificantes, teniendo ambas el potencial de tener 55 
consecuencias funcionales en la molécula de inmunoglobulina. En la técnica se conocen bien ejemplos de alelos 
polimórficos comunes de los genes VH 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 60 
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 más, el 
85 % o más, el 90 % o más, el 95 % o más, el 96 % o más, el 97 % o más, el 98 % o más, o el 99 % o más, 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 % o 99 % de los segmentos génicos funcionales (es decir, no 65 
pseudogén). 
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Animales no humanos que comprenden una secuencia génica de región variable de cadena ligera 
reordenada y opcionalmente un repertorio limitado de segmentos génicos variables de cadena ligera no 
reordenada 
 5 
Aunque se han desarrollado diversos anticuerpos biespecíficos con dobles propiedades de unión a antígeno, en los 
anticuerpos biespecíficos 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 biespecíficos 
convencionales, cualquiera de una región variable de cadena ligera o de cadena pesada solo contribuye a la unión 
de cada uno de los determinantes antigénicos, mientras que en los anticuerpos regulares, las regiones variables 10 
tanto de cadena pesada como de cadena ligera, pueden contribuir a la unión con el mismo determinante antigénico. 
 
Por lo tanto, la generación de regiones variables de cadena ligera que tienen la capacidad de unirse a un antígeno 
independientemente de una región variable de cadena pesada, puede ser útil para crear dominios variables de 
cadena ligera (VL) para su uso en moléculas de unión a antígeno (por ejemplo, moléculas de unión biespecíficas que 15 
comprenden una región constante de cadena pesada (por ejemplo, seleccionada de un CH1, una bisagra, un CH2, 
un CH3 y una combinación de los mismos) fusionada con VL), particularmente aquellas que no comprenden un 
dominio variable de cadena pesada, incluyendo los heterodímeros que tienen la misma región constante de cadena 
pesada o similar pero las VL con diferentes especificidades y/o afinidades. 
 20 
Una estrategia para producir dichos dominios variables de cadena ligera que pueden unirse a un antígeno 
independientemente de una región variable de cadena pesada, es aplicar una presión selectiva sobre las secuencias 
de nucleótidos que codifican una región variable o dominio de una cadena ligera (VL) para generar las CDR3 de 
cadena ligera con un repertorio de unión antigénica más diverso. Como se desvela en el presente documento, esto 
puede realizarse generando genéticamente un ratón o una rata que contenga, en su genoma, una secuencia de 25 
nucleótidos de región variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada. Dado que la secuencia 
de cadena pesada está restringida a secuencias comunes o universales (es decir, la misma o una muy similar) en 
estos ratones y ratas, las secuencias de nucleótidos (es decir, genes) de región variable de cadena ligera se verán 
forzadas a crear las CDR3 de cadena ligera con propiedades de unión antigénicas más diversas y eficaces, que 
pueden unirse a un determinante antigénico independientemente de las regiones variables de cadena pesada. Así 30 
mismo, como se desvela en el presente documento, el reemplazo exacto de los segmentos génicos de región 
variable de la línea germinal (por ejemplo, por direccionamiento génico mediado por recombinación homóloga) 
permite la creación 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 
somáticamente (por ejemplo, intercambio de clase), los locus de inmunoglobulina parcialmente humanos generan en 35 
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 órganos linfoides normales, incluso cuando los animales carecen 
de un repertorio completo de segmentos génicos de la región variable humana. La inmunización de estos animales 
(por ejemplo, ratones) da como resultado fuertes respuestas humorales que presentan una amplia diversidad de uso 40 
de los segmentos génicos variables. Las secuencias de nucleótidos que codifican las regiones variables pueden 
identificarse y clonarse, después fusionarse (por ejemplo, en un sistema in vitro) con cualquiera de las secuencias 
de elección, por ejemplo, con cualquier isotipo de inmunoglobulina adecuado para un uso particular, dando como 
resultado un anticuerpo o una proteína de unión a antígeno procedente de secuencias completamente humanas. 
 45 
Además, utilizando ratones o ratas que tengan un repertorio restringido (limitado) de segmentos génicos de región 
variable de cadena ligera, por ejemplo, un repertorio restringido de segmentos variables de cadena ligera, que 
comprende uno o más de los segmentos génicos VL humanos, pero menos que el número de segmentos de tipo 
silvestre (por ejemplo, una doble cadena ligera o “DLC”, Publicación de Solicitud de Patente de Estados Unidos n.º 
2013/0198880) en combinación con la secuencia de nucleótidos de región variable de cadena pesada de 50 
inmunoglobulina humana reordenada descrita anteriormente, puede producirse un dominio variable de cadena ligera 
de inmunoglobulina que puede emparejarse de un modo más eficaz con un dominio variable de cadena pesada de 
inmunoglobulina. Así mismo, introduciendo codones de histidina, por ejemplo, mediante la adición de uno o más 
codones de histidina o la sustitución de uno o más 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, 55 
pueden generarse secuencias de aminoácidos de región variable de cadena ligera que pueden conferir reciclabilidad 
dependiente de pH mejorada a las proteínas de unión a antígeno (por ejemplo, anticuerpos biespecíficos o 
triespecíficos). 
 
En algunos aspectos, los ratones o ratas modificados genéticamente, como se describe en el presente documento, 60 
proporcionan una mayor producción 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 ratón que comprende una sola región variable de cadena ligera reordenada (por ejemplo, un ratón 
de Cadena Ligera Universal (“ULC” Universal Light Chain); véase, por ejemplo, la publicación previa a la concesión 
de patente de Estados Unidos 2013/0185821). En algunos aspectos, las propias cadenas ligeras pueden presentar 65 
propiedades de unión a antígeno. En algunos aspectos, el ratón o la rata puede inducirse para que produzcan 
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proteínas de unión a antígeno que presenten especificidad antigénica que resida en sus cadenas ligeras (por 
ejemplo, limitando un repertorio de cadenas pesadas de inmunoglobulina de rata o de ratón; por ejemplo, 
reemplazando el locus de cadena pesada de ratón o rata con un locus que comprenda una sola secuencia de 
nucleótidos de región variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada). En algunos aspectos, 
las proteínas de unión a antígeno (por ejemplo, anticuerpos) producidas en dichos animales serán específicas para 5 
un primer epítopo particular (por ejemplo, antígenos efectores, moléculas citotóxicas, receptores Fc, toxinas, 
receptores activadores o inhibidores, marcadores de linfocitos T, transportadores de inmunoglobulina, etc.) a través 
de su unión a la cadena ligera. Dichas cadenas ligeras humanas específicas de epítopo procedentes de estos 
ratones o ratas puede coexpresarse con cadenas pesadas humanas procedentes de un ratón con un repertorio 
limitado de cadenas ligeras, por ejemplo, un ratón o una rata de ULC, en el que la cadena pesada se selecciona en 10 
función de su capacidad para unirse a un segundo epítopo (por ejemplo, un segundo epítopo en un antígeno 
diferente). 
 
En diversos aspectos, se describe un ratón o una rata que en su genoma de línea germinal comprende un locus de 
cadena pesada de inmunoglobulina que comprende una secuencia de nucleótidos de región variable de cadena 15 
pesada de inmunoglobulina humana reordenada (es decir, una secuencia VDJ de cadena pesada reordenada). La 
secuencia de nucleótidos de región variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada está unida 
operativamente a una secuencia de región constante de cadena pesada humana o no humana endógena. En 
algunos aspectos, un dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina codificado por la secuencia de 
nucleótidos de región variable de cadena pesada reordenada no es inmunógeno al ratón o a la rata. En algunos 20 
aspectos, el ratón o la rata se modifica para que comprenda una secuencia de nucleótidos que codifique dos copias, 
tres copias, cuatro copias o más, del dominio variable de cadena pesada reordenada, unidas a un dominio constante 
de cadena pesada. En algunos aspectos, la secuencia de nucleótidos codifica una pluralidad de copias de la 
secuencia de nucleótidos de región variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada. Por 
ejemplo, la secuencia de nucleótidos puede codificar al menos una, dos, tres, cuatro, cinco copias de la secuencia 25 
de nucleótidos de región variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada. En algunos aspectos, 
la secuencia de nucleótidos codifica 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 o 10 copias de la secuencia de nucleótidos de región 
variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada. En algunos aspectos, el locus comprende una 
pluralidad de copias de la secuencia de nucleótidos de región variable de cadena pesada de inmunoglobulina 
humana reordenada unidas operativamente a una secuencia génica de dominio constante de cadena pesada. 30 
 
También se desvela un ratón o una rata que está 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 nucleótidos de región variable de cadena pesada de 
inmunoglobulina humana reordenada) unido operativamente a una secuencia génica de la región constante de 35 
cadena ligera humana o no humana. Por ejemplo, en algunos aspectos, una secuencia de nucleótidos de región 
variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada (es decir, una región VDJ previamente 
diseñada; es decir, una secuencia de cadena pesada común o universal) puede unirse operativamente a una 
secuencia génica de región constante de cadena ligera direccionando la secuencia de cadena pesada reordenada 
en un locus de cadena ligera tanto kappa como lambda, de ratón o de rata. Por tanto, en algunos aspectos, la 40 
secuencia de nucleótidos que codifica el dominio variable de cadena pesada reordenada está presente en el 
genoma de la línea germinal del ratón o de la rata. En algunos aspectos, el dominio variable de cadena pesada 
reordenada expresado por el ratón o la rata modificado genéticamente no es inmunógeno al ratón o la rata. En 
algunos aspectos, el ratón o la rata se modifica para comprenda una secuencia de nucleótidos que codifique dos 
copias, tres copias, cuatro copias o más de la secuencia de nucleótidos de región variable de cadena pesada de 45 
inmunoglobulina humana reordenada unida operativamente a un dominio constante de cadena ligera. En algunos 
aspectos, la secuencia de nucleótidos puede codificar una pluralidad de copias de la secuencia de nucleótidos de 
región variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada. Por ejemplo, la secuencia de 
nucleótidos codifica al menos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 o 10 copias de la secuencia de nucleótidos de región variable de 
cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada. En algunos aspectos, el locus comprende una pluralidad 50 
de copias de la secuencia de nucleótidos de región 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 55 
ejemplo, uno o más segmentos génicos VL humanos, pero menos que el número de segmentos de tipo silvestre; y 
uno o más segmentos génicos JL, unidos operativamente a una secuencia de ácido nucleico de región 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 ácido nucleico de 
región variable de cadena pesada de inmunoglobulina reordenada unida operativamente a una secuencia de ácido 60 
nucleico de región constante de cadena pesada humana o no humana; y (ii) un locus de cadena ligera de 
inmunoglobulina que comprende dos o más segmentos génicos VL y JL variables de cadena ligera de 
inmunoglobulina humana, pero menos que el número de segmentos de tipo silvestre, unidas operativamente a una 
secuencia de ácido nucleico de región constante de cadena ligera. En algunos aspectos, la región constante de 
cadena ligera es una región constante de una rata o de un ratón, por ejemplo, una región constante Cκ de una rata o 65 
de un ratón. En algunos aspectos, los segmentos génicos de la región variable humana pueden reordenarse y 
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codificar dominios variables humanos de un anticuerpo, y el ratón o la rata no comprende ningún segmento génico 
VL endógeno. En algunos aspectos, el ratón o la rata comprende cinco segmentos génicos Jκ humanos, por 
ejemplo, los segmentos génicos Jκ1, Jκ2, Jκ3, Jκ4 y Jκ5. En algunos aspectos, el locus de cadena ligera de 
inmunoglobulina comprende dos segmentos génicos VL humanos, Vκ1-39 y Vκ3-20. En algunos aspectos, uno o 
más (por ejemplo, 2, 3, 4 o 5) segmentos génicos VL humanos y dos o más segmentos génicos JL humanos, están 5 
presentes en un locus de cadena ligera endógena, por ejemplo, en un locus de cadena ligera kappa endógena. En 
algunos aspectos, el ratón comprende un locus de cadena ligera λ funcional. En algunos aspectos, el ratón 
comprende un locus de cadena ligera λ no funcional. En algunos aspectos, el uno o más segmentos génicos VH 
humanos, uno o más segmentos génicos DH humanos y uno o más segmentos génicos JH humanos, están unidos 
operativamente a una secuencia de región constante de cadena pesada de ratón o rata. 10 
 
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 ácido nucleico de región variable de cadena 
pesada de inmunoglobulina reordenada unida una secuencia de ácido nucleico de región constante de cadena 
pesada humana o no humana y (ii) un locus de cadena ligera de inmunoglobulina que comprende dos o más 15 
segmentos génicos VL y JL variables de cadena ligera de inmunoglobulina humana, pero menos que el número de 
segmentos de tipo silvestre, unidos operativamente a una secuencia de ácido nucleico de región constante de 
cadena ligera, muestran números de linfocitos B CD19+ y números de linfocitos B maduros, que son 
sustancialmente iguales a los números 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 20 
ejemplo, ratones VELOCIMMUNE®, en los que el sistema inmunitario humoral del ratón funciona como el de un 
ratón de tipo silvestre). En algunos aspectos, dichos ratones demuestran un aumento en el número de linfocitos B 
inmaduros en el bazo en comparación con ratones de control modificados genéticamente. En aspectos específicos, 
dichos ratones demuestran un aumento de aproximadamente 2, de aproximadamente 3, de aproximadamente 4, o 
de aproximadamente 5 veces o más, en los números de linfocitos B inmaduros en el bazo en comparación con 25 
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, más expresión en la superficie de IgM por célula) en 
comparación con ratones de control modificados genéticamente. En algunos aspectos, dichos ratones demuestran 30 
un desarrollo alterado de linfocitos B periféricos a través de varios estadios de desarrollo de linfocitos B en el 
compartimento esplénico en comparación 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 
números de linfocitos B CD19+ en el compartimiento de la médula ósea que es sustancialmente similar a los 
números demostrados en los ratones de control modificados genéticamente. En algunos aspectos, dichos ratones 35 
demuestran algunos linfocitos pro-B en la médula ósea en comparación con ratones de control modificados 
genéticamente. En aspectos específicos, los números de linfocitos pro-B en el compartimento de la médula ósea se 
reducen a aproximadamente 2 veces, aproximadamente 5 veces, aproximadamente 10 veces, aproximadamente 15 
veces, aproximadamente 20 veces, aproximadamente 25 veces o más, en comparación con ratones de control 
modificados genéticamente. En algunos aspectos, dichos ratones demuestran aproximadamente 2 veces, 40 
aproximadamente 3 veces, aproximadamente 4 veces, aproximadamente 5 veces, etc., algunos linfocitos B 
inmaduros y/o maduros en la médula ósea en comparación 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 ósea, en comparación con los ratones de control 
modificados genéticamente. 45 
 
También se desvela un ratón o una rata que comprende un locus de inmunoglobulina modificado genéticamente que 
comprende: (a) una primera secuencia de nucleótidos que codifica un dominio variable de cadena pesada 
reordenada (es decir, en el que la primera secuencia de nucleótidos es una secuencia de nucleótidos de región 
variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada), en el que la primera secuencia de nucleótidos 50 
está unida operativamente a una secuencia génica de región constante de cadena ligera; y (b) una segunda 
secuencia de nucleótidos que codifica un dominio variable de cadena ligera humana (es decir, en el que la segunda 
secuencia de nucleótidos es una secuencia de nucleótidos de región variable de cadena ligera de inmunoglobulina 
humana no reordenada), en la que la segunda secuencia de nucleótidos está unida operativamente a una secuencia 
génica de región constante de cadena pesada. Por ejemplo, en algunos aspectos, una cadena pesada reordenada 55 
de una región VDJ prediseñada (es decir, una secuencia de nucleótidos de región variable de cadena pesada de 
inmunoglobulina humana reordenada; es decir, una secuencia de cadena pesada común o universal) puede unirse 
operativamente a una secuencia génica de región constante de cadena ligera direccionando la secuencia de cadena 
pesada reordenada en un locus de cadena ligera kappa o lambda de ratón. Por tanto, como en otros aspectos, este 
locus de inmunoglobulina modificado genéticamente puede estar presente en el genoma de la línea germinal del 60 
ratón o de la rata. Los ratones y ratas modificados genéticamente comprenden secuencias de nucleótidos de región 
variable de cadena ligera de inmunoglobulina humana en unión operativa con secuencias génicas de región 
constante de cadena pesada descritas en la publicación previa a la concesión de patente de Estados Unidos 
2012/0096572. En algunos aspectos, la primera secuencia de nucleótidos que codifica el dominio variable de cadena 
pesada reordenada está unida a una secuencia génica de región constante de cadena ligera κ. En algunos 65 
aspectos, la primera secuencia de nucleótidos que codifica el dominio variable de cadena pesada reordenada está 
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unida operativamente a una secuencia génica de región constante de la cadena ligera κ de rata o de ratón. En 
algunos aspectos, la primera secuencia de nucleótidos que codifica el dominio variable de cadena pesada 
reordenada está unida operativamente a una secuencia génica de región constante de cadena ligera κ humana. En 
algunos aspectos, la primera secuencia de nucleótidos que codifica el dominio variable de cadena pesada 
reordenada está unida operativamente a una secuencia génica de región constante de cadena ligera λ. En algunos 5 
aspectos, la primera secuencia de nucleótidos que codifica el dominio variable de cadena pesada reordenada está 
unida operativamente a una secuencia génica de región constante de cadena ligera λ de ratón o de rata. En algunos 
aspectos, la primera secuencia de nucleótidos que codifica el dominio variable de cadena pesada reordenada está 
unida operativamente a una secuencia génica de región constante de cadena ligera λ humana. 
 10 
También se desvela un ratón modificado genéticamente que comprende un locus de cadena ligera de 
inmunoglobulina que contiene una secuencia de nucleótidos de región 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 ósea que están alteradas con respecto 15 
a un ratón de tipo silvestre o a un ratón 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 ratón funciona como el de un ratón de tipo 
silvestre). En aspectos específicos, los números de linfocitos pre B y linfocitos B CD19+ en la médula ósea son 2 
veces menores, 3 veces menores, 4 veces menores o 5 veces menores en comparación con un ratón de tipo 20 
silvestre o con un ratón de control con locus de inmunoglobulina modificado genéticamente. En aspectos 
específicos, el número de linfocitos B inmaduros en la médula ósea es 2 veces menor, 3 veces menor, 4 veces 
menor o 5 veces menor en comparación con un ratón de tipo silvestre o con un ratón de control con locus de 
inmunoglobulina modificado genéticamente. En algunos aspectos, un ratón modificado genéticamente comprende un 
locus de cadena ligera de inmunoglobulina que contiene una secuencia de nucleótidos de región variable de cadena 25 
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 o no expresa esencialmente genes de cadena ligera lambda en las células de 
médula ósea. En algunos aspectos, un ratón modificado genéticamente que comprende un locus de cadena ligera 
de inmunoglobulina contiene una secuencia de nucleótidos de región variable de cadena pesada de inmunoglobulina 30 
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 comparación con un ratón de tipo silvestre o con un ratón de control 
con locus de inmunoglobulina modificado genéticamente. En aspectos específicos, los niveles de linfocitos B 
esplénicos y de linfocitos B maduros son 2 veces menores, 3 veces menores, 4 veces menores o 5 veces menores 35 
en comparación con un ratón de tipo silvestre o con un ratón de control con locus de inmunoglobulina modificado 
genéticamente. En algunos aspectos, un ratón modificado genéticamente que comprende un locus de cadena ligera 
de inmunoglobulina que contiene una secuencia de nucleótidos de región 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 40 
kappa) no expresa o esencialmente no expresa genes de cadena ligera lambda en células B esplénicas. En 
aspectos específicos, un ratón modificado genéticamente que comprende un locus de cadena ligera de 
inmunoglobulina que contiene una secuencia de nucleótidos de región 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 45 
kappa) tiene una frecuencia aumentada de células en la fase T1 en el bazo en comparación con un ratón de tipo 
silvestre o un ratón de control con locus de inmunoglobulina modificado genéticamente. 
 
Aunque en el presente documento se analizan extensamente aspectos que emplean un dominio variable de cadena 
pesada humana reordenada en un ratón (es decir, un ratón con un locus de inmunoglobulina que comprende una 50 
secuencia de nucleótidos de región 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 transcripción (TALEN, transcription activator-like 55 
effector nuclease) para modificar un genoma que incluya una secuencia de nucleótidos de región variable de cadena 
pesada de inmunoglobulina humana reordenada. 
 
El animal empleado es un ratón o una rata. En algunos aspectos, el animal es un ratón. 
 60 
En algunos aspectos, el ratón o la rata es un ratón 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 ratón 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/Svlm), 
129S2, 129S4, 129S5, 129S9/SvEvH, 129S6 (129/SvEvTac), 129S7, 129S8, 129T1, 129T2 (véase, por ejemplo, 65 
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 ratón 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 ratón 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 5 
(129/SvEvTac). En otro aspecto, el ratón es una mezcla de una cepa procedente de 129/SvEv- y una cepa C57BL/6. 
En un aspecto específico, el ratón 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 ratón es una cepa BALB, por ejemplo, una 
cepa BALB/c. En otro aspecto, el ratón es una mezcla de una cepa BALB (por ejemplo cepa BALB/c) y de otra cepa 
mencionada anteriormente. 10 
 
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 más de una cepa seleccionada del grupo que consiste en Wistar, 
LEA, Sprague Dawley, Fischer, F344, F6, ACI y Dark Agouti (DA). 15 
 
En algunos aspectos, se describe un ratón modificado genéticamente que en su genoma de línea germinal 
comprende un locus de cadena pesada de inmunoglobulina que comprende una secuencia de nucleótidos de región 
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 ratón de tipo silvestre. En 20 
algunos aspectos, dicho ratón modificado genéticamente tiene una ligera disminución en el uso de las secuencias 
génicas lambda de cadena ligera con respecto al tipo silvestre en linfocitos B esplénicos. En aspectos específicos, 
dicho ratón modificado genéticamente utiliza secuencias génicas lambda de cadena ligera con una frecuencia menor 
de 2 veces, 3 veces, 4 veces o 5 veces en comparación con el tipo silvestre en linfocitos B esplénicos. En algunos 
aspectos, dicho ratón modificado genéticamente tiene una ligera disminución en la población T1 de linfocitos B 25 
esplénicos y un aumento de linfocitos B esplénicos en la zona marginal con respecto al tipo silvestre. En algunos 
aspectos, dicho ratón modificado genéticamente tiene poblaciones de linfocitos B casi normales en la médula ósea. 
En algunos aspectos, dicho ratón modificado genéticamente utiliza secuencias génicas lambda con una frecuencia 
que es la mitad o menor que la mitad de la frecuencia de las secuencias génicas lambda utilizadas en el tipo 
silvestre. 30 
 
En diversos aspectos, como se describe en el presente documento, el dominio variable de cadena pesada 
reordenada (es decir, la secuencia de nucleótidos de región variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana 
reordenada) procede de una secuencia o segmento génico V, D y J humana. En algunos aspectos, el dominio 
variable de cadena pesada reordenada procede de un segmento J de la línea germinal humana, de un segmento D 35 
de la línea germinal humana y de un segmento V de la línea germinal humana. En algunos aspectos, el segmento 
VH humano corresponde a variantes observadas en la población humana. 
 
En algunos aspectos, la secuencia de región constante de cadena pesada de un animal humano o no humano, 
comprende una secuencia seleccionada de un CH1, una bisagra, un CH2, un CH3 y una combinación de los mismos. 40 
En aspectos específicos, la secuencia de región constante comprende un CH1, una bisagra, un CH2 y un CH3. En 
diversos aspectos, como se describe en el presente documento, el segmento génico J humano se selecciona del 
grupo que consiste en JH1, JH2, JH3, JH4, JH5, JH6 y una variante polimórfica de los mismos. La secuencia de 
nucleótidos de región variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada codifica la secuencia de 
VH3-23/GY/JH4-4 (SEQ ID NO: 137) humana. En algunos aspectos, el dominio variable de cadena pesada 45 
reordenada codificado por y expresado de la secuencia de nucleótidos de región variable de cadena pesada de 
inmunoglobulina humana reordenada comprende la secuencia de VH3-23/X1X2/J humana (en la que X1 y X2 es 
cualquier aminoácido). En algunos aspectos, X1 es Gly y X2 es Tyr. En algunos aspectos, el dominio variable de 
cadena pesada reordenada comprende la secuencia de VH3-23/X1X2/JH4-4 humana (en la que X1 y X2 es cualquier 
aminoácido). En algunos aspectos, X2 es un aminoácido que comprende un grupo fenilo. En aspectos específicos, 50 
X2 se selecciona de Tyr y Phe. 
 
En algunos aspectos, la secuencia de nucleótidos de región variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana 
reordenada comprende un segmento D humano que no es autorreactivo (no inmunógeno) en el animal. En algunos 
aspectos, la secuencia de nucleótidos comprende un segmento D humano que puede expresarse en una secuencia 55 
variable de cadena pesada de un linfocito B maduro de un ratón. En algunos aspectos, el segmento D es un 
segmento que se ha expresado en un ratón que comprende un locus de inmunoglobulina humanizado que 
comprende un segmento VH humano, DH humano y JH humano 
 
Diversos aspectos utilizan o engloban características o información de secuencia procedente del ratón humanizado 60 
VELOCIMMUNE®. Los ratones VELOCIMMUNE® humanizados contienen un reemplazo exacto, a gran escala de 
regiones variables de la línea germinal de cadena pesada de inmunoglobulina (IgH) de ratón y de cadena ligera de 
inmunoglobulina (por ejemplo, cadena ligera κ, Igκ) con correspondientes regiones variables de inmunoglobulina 
humana, en los locus endógenos (véanse, por ejemplo, los documentos US 6.596.541 y US 8.502.018). En total, 
aproximadamente seis megabases de locus de ratón se reemplazan con aproximadamente 1,5 megabases de 65 
secuencia genómica humana. Este reemplazo exacto da como resultado un ratón con locus de inmunoglobulina 
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híbridos que hacen que las cadenas pesada y ligera tengan una región variable humana y una región constante de 
ratón. El reemplazo exacto de los segmentos VH-D-JH y Vκ-Jκ de ratón dejan intactas secuencias de ratón 
flanqueantes y funcionales en los locus de inmunoglobulina híbridos. El sistema inmunitario humoral del ratón 
funciona como el del ratón de tipo silvestre. El desarrollo de linfocitos B no se ve obstaculizado en ningún aspecto 
significativo y se genera una rica diversidad de regiones variables humanas en el ratón después de la exposición 5 
antigénica. Por otra parte, los ratones VELOCIMMUNE® humanizados presentan una respuesta esencialmente 
normal, de tipo silvestre, a la inmunización 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 humanización son completamente humanas. 
Los ratones VELOCIMMUNE® humanizados son posibles porque los segmentos génicos de inmunoglobulina para 
las cadenas pesada y ligera κ se reordenan de manera similar en seres humanos y en ratones. Aunque los locus no 10 
son idénticos, son lo suficientemente similares para que la humanización del locus génico variable de cadena 
pesada pueda realizarse reemplazando aproximadamente tres millones de pares de bases de secuencia de ratón 
contiguas que contienen todos los segmentos génicos VH, D y JH cubriendo aproximadamente un millón de bases 
de secuencia genómica humana contigua básicamente 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 15 
linfocito B maduro de un ratón VELOCIMMUNE® humanizado inmunizado con un antígeno, en el que el segmento D 
contribuye a no más de dos aminoácidos en la secuencia CDR3 de cadena pesada. 
 
En aspectos particulares, se proporciona un ratón 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 20 
de cadena pesada de inmunoglobulina que comprende una secuencia de nucleótidos de región variable de cadena 
pesada de inmunoglobulina humana reordenada). Un ratón VELOCIMMUNE® modificado de esta manera 
comprende un reemplazo de segmentos génicos variables de cadena pesada de inmunoglobulina de ratón con una 
secuencia de nucleótidos de región variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada (es decir, 
una secuencia de Cadena Pesada Universal en un locus de cadena pesada endógena) y un reemplazo de 25 
segmentos génicos variables de cadena ligera κ de inmunoglobulina de ratón con al menos 40 segmentos génicos 
Vκ humanos y cinco segmentos génicos Jκ humanos. En algunos aspectos, los segmentos génicos Vκ humanos se 
seleccionan del grupo que consiste en Vκ1-5, Vκ1-6, Vκ1-8, Vκ1-9, Vκ1-12, Vκ1-13, Vκ1-16, Vκ1-17, Vκ1-22, Vκ1-27, 
Vκ1-32, Vκ1-33, Vκ1-35, Vκ1-37, Vκ1-39, Vκ1D-8, Vκ1D-12, Vκ1D-13, Vκ1D-16, Vκ1D-17, Vκ1D-22, Vκ1D-27, Vκ1D-
32, Vκ1D-33, Vκ1D-35, Vκ1D-37, Vκ1D-39, Vκ1D-42, Vκ1D-43, Vκ1-NL1, Vκ2-4, Vκ2-10, Vκ2-14, Vκ2-18, Vκ2-19, 30 
Vκ2-23, Vκ2-24, Vκ2-26, Vκ2-28, Vκ2-29, Vκ2-30, Vκ2-36, Vκ2-38, Vκ2-40, Vκ2D-10, Vκ2D-14, Vκ2D-18, Vκ2D-19, 
Vκ2D-23, Vκ2D-24, Vκ2D-26, Vκ2D-28, Vκ2D-29, Vκ2D-30, Vκ2D-36, Vκ2D-38, Vκ2D-40, Vκ3-7, Vκ3-11, Vκ3-15, Vκ3-
20, Vκ3-25, Vκ3-31, Vκ3-34, Vκ3D-7, Vκ3D-7, Vκ3D-11, Vκ3D-15, Vκ3D-15, Vκ3D-20, Vκ3D-25, Vκ3D-31, Vκ3D-34, 
Vκ3-NL1, Vκ3-NL2, Vκ3-NL3, Vκ3-NL4, Vκ3-NL5, Vκ4-1, Vκ5-2, Vκ6-21, Vκ6D-21, Vκ6D-41 y Vκ7-3. En algunos 
aspectos, los segmentos génicos Vκ humanos comprenden Vκ4-1, Vκ5-2, Vκ7-3, Vκ2-4, Vκ1-5 y Vκ1-6. En un 35 
aspecto, los segmentos génicos Vκ comprenden Vκ3-7, Vκ1-8, Vκ1-9, Vκ2-10, Vκ3-11, Vκ1-12, Vκ1-13, Vκ2-14, Vκ3-
15 y Vκ1-16. En algunos aspectos, los segmentos génicos Vκ comprenden Vκ1-17, Vκ2-18, Vκ2-19, Vκ3-20, Vκ6-21, 
Vκ1-22, Vκ1-23, Vκ2-24, Vκ3-25, Vκ2-26, Vκ1-27, Vκ2-28, Vκ2-29, y Vκ2-30. En algunos aspectos, los segmentos 
génicos Vκ comprenden Vκ3-31, Vκ-32, Vκ1-33, Vκ3-34, Vκ1-35, Vκ2-36, Vκ1-37, Vκ2-38, Vκ1-39 y Vκ2-40. En 
aspectos específicos, los segmentos génicos Vκ comprenden segmentos génicos de inmunoglobulina κ humanos 40 
contiguos que abarcan el locus de cadena ligera κ de inmunoglobulina humana desde Vκ4-1 a Vκ2-40, y los 
segmentos génicos Jκ comprenden los segmentos génicos contiguos que abarcan el locus de cadena ligera κ de 
inmunoglobulina humana de Jκ1 a Jκ5. En algunos aspectos, la secuencia de nucleótidos de dominio variable de 
cadena pesada humana reordenada está unida operativamente a una secuencia de región constante de cadena 
pesada de ratón. Un ratón VELOCIMMUNE® comprende un locus de cadena pesada de inmunoglobulina que 45 
codifica un dominio variable de cadena pesada reordenada (es decir, que comprende un locus de cadena pesada de 
inmunoglobulina que comprende una secuencia de nucleótidos de región variable de cadena pesada de 
inmunoglobulina humana reordenada) que puede utilizarse en cualquiera de los aspectos, realizaciones, métodos 
etc. descritos en el presente documento. 
 50 
En diversos aspectos, la secuencia de nucleótidos de región variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana 
reordenada está unida operativamente a una secuencia génica de región constante de cadena pesada humana o de 
ratón (por ejemplo, una secuencia génica de región 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 55 
primera secuencia de nucleótidos codifica un dominio variable de cadena pesada reordenada (es decir, en el que la 
primera secuencia de nucleótidos es una secuencia de nucleótidos de región variable de cadena pesada de 
inmunoglobulina humana reordenada), en la que la primera secuencia de nucleótidos está unida operativamente a 
una secuencia génica de región constante de cadena pesada humana o no humana; y (b) una segunda secuencia 
de nucleótidos codifica un dominio variable de cadena ligera (es decir, en el que la segunda secuencia de 60 
nucleótidos es una secuencia de nucleótidos variable de cadena ligera de inmunoglobulina humana no reordenada), 
en la que la segunda secuencia de nucleótidos está unida operativamente a una secuencia génica de región 
constante de cadena ligera humana o no humana. En algunos aspectos, la secuencia génica de región constante de 
cadena pesada humana se selecciona de un CH1, una bisagra, un CH2, un CH3 y combinaciones de los mismos. En 
algunos aspectos, la secuencia génica de región constante de cadena pesada de ratón se selecciona de un CH1, 65 
una bisagra, un CH2, un CH3 y combinaciones de los mismos. En algunos aspectos, el reemplazo adicional de 
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determinadas secuencias génicas de la región constante de animales no humanos con secuencias génicas humanas 
(por ejemplo, reemplazo de la secuencia CH1 de ratón por la secuencia CH1 humana, y el reemplazo de la 
secuencia CL de ratón por la secuencia CL humana) da como resultado animales no humanos modificados 
genéticamente con locus de inmunoglobulina híbridos que crean anticuerpos que tienen regiones variables humanas 
y regiones constantes parcialmente humanas, adecuadas, por ejemplo, para crear fragmentos de anticuerpo 5 
completamente humanos, por ejemplo, Fab’ completamente humanos. En algunos aspectos, la secuencia de 
nucleótidos de región variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada está unida 
operativamente a una secuencia génica de región constante de cadena pesada de rata. En algunos aspectos, la 
secuencia génica de región constante de cadena pesada de rata se selecciona de un CH1, una bisagra, un CH2, un 
CH3 y combinaciones de los mismos. En diversos aspectos, el locus de cadena pesada de inmunoglobulina 10 
modificado genéticamente del ratón o de la rata comprende dos copias, tres copias, cuatro copias o más de la 
secuencia de nucleótidos de región 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 nucleótidos de región variable de cadena pesada de 
inmunoglobulina humana reordenada unida operativamente a una secuencia génica de dominio constante de 15 
cadena pesada. 
 
En diversos aspectos, la secuencia de nucleótidos de región constante de cadena pesada comprende una 
modificación en un CH2 o en un CH3, en el que la modificación aumenta la afinidad de la secuencia de aminoácidos 
de región constante de cadena pesada por FcRn en un entorno ácido (por ejemplo, en un endosoma en donde el pH 20 
varía de aproximadamente 5,5 a aproximadamente 6,0). En algunos aspectos, la secuencia de nucleótidos de región 
constante de cadena pesada codifica una secuencia de aminoácidos de región constante de cadena pesada 
humana que comprende una modificación en la posición 250 según la numeración EU (263 según la numeración 
Kabat) (por ejemplo, E o Q); 250 según la numeración EU (263 según la numeración Kabat) y 428 según la 
numeración EU (459 según la numeración Kabat) (por ejemplo, L o F); 252 según la numeración EU (265 según la 25 
numeración Kabat) (por ejemplo, L/Y/F/W o T), 254 según la numeración EU (267 según la numeración Kabat) (por 
ejemplo, S o T), y 256 según la numeración EU (269 según la numeración Kabat) (por ejemplo, S/R/Q/E/D o T); o 
una modificación en la posición 428 según la numeración EU (459 según la numeración Kabat) y/o 433 según la 
numeración EU (464 según la numeración Kabat) (por ejemplo, L/R/S/P/Q o K) y/o 434 según la numeración EU 
(465 según la numeración Kabat) (por ejemplo, H/F o Y); o una modificación en la posición 250 según la numeración 30 
EU (263 según la numeración Kabat) y/o 428 según la numeración EU (459 según la numeración Kabat); o una 
modificación en la posición 307 según la numeración EU (326 según la numeración Kabat) o 308 según la 
numeración EU (327 según la numeración Kabat) (por ejemplo, 308F, V308F) y 434 según la numeración EU (465 
según la numeración Kabat). En un aspecto, la modificación comprende una modificación 428L (por ejemplo, 
M428L) y 434S (por ejemplo, N434S) según la numeración EU (una 459, por ejemplo, M459L y 465S (por ejemplo, 35 
N465S) modificación por numeración Kabat); una modificación 428L, 2591 (por ejemplo, V259I) y 308F (por ejemplo, 
V308F) según la numeración EU (una 459L, 2721 (por ejemplo, V2721) y 327F (por ejemplo, V327F) modificación 
por numeración Kabat; una modificación 433K (por ejemplo, H433K) ) y 434 (por ejemplo, 434Y) según la 
numeración EU (una modificación 464K (por ejemplo, H464K) y una modificación 465 (por ejemplo, 465Y) según la 
numeración Kabat; una modificación 252, 254 y 256 (por ejemplo, 252Y, 254T y 256E)) según la numeración EU 40 
(una modificación 265, 267, 269 (por ejemplo, 265Y, 267T y 269E) por numeración Kabat; una modificación 250Q y 
428L (por ejemplo, T250Q y M428L) según la numeración EU (una modificación 263Q y 459L, por ejemplo, T263Q y 
M459L, según la numeración Kabat), y una modificación 307 y/o 308 (por ejemplo, 307F o 308P) según la 
numeración EU (modificación 326 y/o 327, por ejemplo, 326F o 308P, según la numeración Kabat), en la que la 
modificación aumenta la afinidad de la secuencia de aminoácidos de región constante de cadena pesada por FcRn 45 
en un entorno ácido (por ejemplo, en un endosoma en donde el pH varía de aproximadamente 5,5 a 
aproximadamente 6,0). En algunos aspectos, la secuencia de nucleótidos de región constante de cadena pesada 
codifica una secuencia de aminoácidos de CH2 humana que comprende al menos una modificación entre los restos 
de aminoácido en las posiciones 252 y 257 según la numeración EU (es decir, al menos una modificación entre las 
posiciones de aminoácidos 265 y 270 según la numeración Kabat), en la que la modificación aumenta la afinidad de 50 
la secuencia de aminoácidos de CH2 humana por FcRn en un entorno ácido (por ejemplo, en un endosoma donde el 
pH varía de aproximadamente 5,5 a aproximadamente 6,0). En algunos aspectos, la secuencia de nucleótidos de 
región constante de cadena pesada codifica una secuencia de aminoácidos de CH2 humana que comprende al 
menos una modificación entre los restos de aminoácido en las posiciones 307 y 311 (es decir, al menos una 
modificación entre las posiciones de aminoácidos 326 y 330 según la numeración Kabat), en la que la modificación 55 
aumenta la afinidad de la secuencia de aminoácidos de CH2 por FcRn en un entorno ácido (por ejemplo, en un 
endosoma en donde el pH varía de aproximadamente 5,5 a aproximadamente 6,0). En algunos aspectos, la 
secuencia de nucleótidos de región constante de cadena pesada codifica una secuencia de aminoácidos de CH3 
humana, en la que la secuencia de aminoácidos CH3 comprende al menos una modificación entre los restos de 
aminoácido en las posiciones 433 y 436 según la numeración EU (es decir, al menos una modificación entre los 60 
restos de aminoácido en las posiciones 464 y 467 según la numeración Kabat), en la que la modificación aumenta la 
afinidad de la secuencia de aminoácidos de CH3 por FcRn en un entorno ácido (por ejemplo, en un endosoma 
donde el pH varía de aproximadamente 5,5 a aproximadamente 6,0). En algunos aspectos, la secuencia de 
nucleótidos de región constante de cadena pesada codifica una secuencia de aminoácidos de región constante de 
cadena pesada humana que comprende una mutación seleccionada del grupo que consiste en M428L según la 65 
numeración EU (459 según la numeración Kabat), N434S según la numeración EU (465 según la numeración Kabat) 
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y una combinación de las mismas. En algunos aspectos, la secuencia de nucleótidos de región constante de cadena 
pesada codifica una secuencia de aminoácidos de región constante de cadena pesada humana que comprende una 
mutación seleccionada del grupo que consiste en M428L según numeración EU (M459L según numeración Kabat), 
V2591 según numeración EU (V272l según numeración Kabat), V308F según numeración EU (V327 según 
numeración Kabat) y una combinación de las mismas. En algunos aspectos, la secuencia de nucleótidos de región 5 
constante de cadena pesada codifica una secuencia de aminoácidos de región constante de cadena pesada 
humana que comprende una mutación N434A según numeración EU (una mutación N465A según numeración 
Kabat). En algunos aspectos, la secuencia de nucleótidos de región constante de cadena pesada codifica una 
secuencia de aminoácidos de región constante de cadena pesada humana que comprende una mutación 
seleccionada del grupo que consiste en M252Y según numeración EU (M265Y según numeración Kabat), S254T 10 
según numeración EU (S267T según numeración Kabat), T256E según numeración EU (T269E según numeración 
Kabat) y una combinación de las mismas. En algunos aspectos, la secuencia de nucleótidos de región constante de 
cadena pesada codifica una secuencia de aminoácidos de región constante de cadena pesada humana que 
comprende una mutación seleccionada del grupo que consiste en T250Q según numeración EU (T263Q según 
numeración Kabat), M428L según numeración EU (M459L según numeración Kabat), o ambas. En algunos 15 
aspectos, la secuencia de nucleótidos de región constante de cadena pesada codifica una secuencia de 
aminoácidos de región constante de cadena pesada humana que comprende una mutación seleccionada del grupo 
que consiste en H433K según numeración EU (H464K según numeración Kabat), N434Y según numeración EU 
(N465Y según numeración Kabat), o ambas. 
 20 
En algunos aspectos, un locus de inmunoglobulina modificado genéticamente comprende: (1) un primer alelo, en el 
que la secuencia de nucleótidos de región variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada como 
se describe en el presente documento está unida operativamente a una primera secuencia de nucleótidos de región 
constante de cadena pesada que codifica una primera secuencia de aminoácidos de CH3 de una IgG humana 
seleccionada de IgG1, IgG2, IgG4 y una combinación de las mismas; y (2) un segundo alelo, en el que la secuencia 25 
de nucleótidos de región variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada como se describe en 
el presente documento está unida operativamente a una segunda secuencia de nucleótidos de región constante de 
cadena pesada que codifica una segunda secuencia de aminoácidos CH3 de la IgG humana seleccionada de IgG1, 
IgG2, IgG4 y una combinación de los mismos, y en la que la segunda secuencia de aminoácidos de CH3 comprende 
una modificación que reduce o elimina la unión de la segunda secuencia de aminoácidos de CH3 con la Proteína A 30 
(véase, por ejemplo, la Patente de Estados Unidos n.º 8.586.713). En algunos aspectos, la segunda secuencia de 
aminoácidos de CH3 comprende una modificación H95R (según numeración de exones de IMGT; H435R según 
numeración EU). En un aspecto, la segunda secuencia de aminoácidos de CH3 comprende adicionalmente una 
modificación Y96F (según numeración de exones IMGT, H436F según numeración EU). En otro aspecto, la segunda 
secuencia de aminoácidos de CH3 comprende tanto una modificación H95R (según numeración de exones IMGT, 35 
H435R según numeración EU) como una modificación Y96F (según numeración de exones IMGT, H436F según 
EU). En algunos aspectos, la segunda secuencia de aminoácidos de CH3 es de una IgG1 humana modificada y 
comprende adicionalmente una mutación seleccionada del grupo que consiste en D16E, L18M, N44S, K52N, V57M 
y V82I (IMGT; D356E, L38M, N384S, K392N, V397M y V422I según EU). En algunos aspectos, la segunda 
secuencia de aminoácidos de CH3 es de una IgG2 humana modificada y comprende adicionalmente una mutación 40 
seleccionada del grupo que consiste en N44S, K52N y V82l (IMGT: N384S, K392N y V4221 por EU). En algunos 
aspectos, la segunda secuencia de aminoácidos de CH3 es de una IgG4 humana modificada y comprende 
adicionalmente una mutación seleccionada del grupo que consiste en Q15R, N44S, K52N, V57M, R69K, E79Q y 
V82l (IMGT: Q355R, N384S, K392N, V397M, R409K, E419Q y V422I según EU). En algunos aspectos, la secuencia 
de aminoácidos de región constante de cadena pesada es una secuencia de aminoácidos de región constante no 45 
humana, y la secuencia de aminoácidos de región constante de cadena pesada comprende uno o más de cualquiera 
de los tipos de modificaciones descritas anteriormente. 
 
En diversos aspectos, los dominios Fc se modifican para tener la unión al receptor Fc alterada, que a su vez afecta a 
la función efectora. En algunos aspectos, una región constante de cadena pesada (CH) modificada por ingeniería 50 
genética, que incluye el dominio Fc, es quimérica. Como tal, una región CH quimérica combina dominios CH 
procedentes de más de un isotipo de inmunoglobulina. Por ejemplo, una región CH quimérica comprende parte o 
todo de un dominio CH2 procedente de una molécula de IgG1 humana, IgG2 humana o IgG4 humana, combinada 
con parte o todo de un dominio CH3 procedente de una molécula de IgG1 humana, IgG2 humana o IgG4 humana. 
En algunos aspectos, una región CH quimérica contiene una región bisagra quimérica. Por ejemplo, una bisagra 55 
quimérica puede comprender una secuencia de aminoácidos de “bisagra superior” (restos de aminoácido de las 
posiciones 216 a 227 según la numeración EU; los restos de aminoácidos de las posiciones 226 a 240 según la 
numeración de Kabat) procedente de una región bisagra de una IgG1 humana, IgG2 humana o IgG4 humana, 
combinada con una secuencia de “bisagra inferior” (restos de aminoácidos de las posiciones 228 a 236 según la 
numeración EU; posiciones de aminoácidos de las posiciones 241 a 249 según la numeración Kabat) procedente de 60 
una región bisagra de IgG1 humana, IgG2 humana o IgG4 humana. En algunos aspectos, la región bisagra 
quimérica comprende los restos de aminoácido procedentes de una bisagra superior de IgG1 humana o IgG4 
humana y restos de aminoácidos procedentes de una bisagra inferior de IgG2 humana. 
 
En algunos aspectos, el dominio Fc puede modificarse por ingeniería genética para activar todas, algunas, o 65 
ninguna, de las funciones efectoras normales del dominio Fc, sin afectar a las propiedades farmacocinéticas 
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deseadas de la proteína (por ejemplo, anticuerpos) que contiene dicho dominio Fc. Para ejemplos de proteínas que 
comprenden regiones CH quiméricas y que tienen funciones efectoras alteradas, véase la Solicitud Provisional de 
Estados Unidos n. º 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 5 
inserción de una secuencia de nucleótidos (por ejemplo, una secuencia de nucleótidos exógena)) en el locus de 
inmunoglobulina o mediante una reordenación no funcional o inversión de todos los segmentos VH, D, JH endógenos 
de inmunoglobulina funcionales; y (ii) para que comprenda una secuencia de nucleótidos de región variable de 
cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada, en la que la secuencia de nucleótidos está presente en un 
locus endógeno (es decir, en el que la secuencia de nucleótidos está localizada en un ratón o una rata de tipo 10 
silvestre). En algunos aspectos, la secuencia de nucleótidos de región variable de cadena pesada de 
inmunoglobulina humana reordenada está en un locus ectópico en el genoma (por ejemplo, en un locus diferente del 
locus de la cadena de inmunoglobulina endógena en su genoma, o dentro de su locus endógeno, por ejemplo, 
dentro de un locus variable de inmunoglobulina, en el que el locus endógeno se coloca o se traslada a una 
localización diferente en el genoma). En algunos aspectos, por ejemplo, aproximadamente el 80 % o más, 15 
aproximadamente el 85 % o más, aproximadamente el 90 % o más, aproximadamente el 95 % o más, 
aproximadamente el 96 % o más, aproximadamente el 97 % o más, aproximadamente el 98 % o más o 
aproximadamente el 99 % o más de todos los segmentos génicos V, D o J de cadena pesada funcional endógena 
están delecionados o se han hecho no funcionales. En algunos aspectos, por ejemplo, al menos el 95 %, 96 %, 
97 %, 98 % o 99 % de los segmentos génicos V, D o J de cadena pesada funcional endógena están delecionados o 20 
se han hecho no funcionales. La secuencia de nucleótidos de región variable de cadena pesada de inmunoglobulina 
humana reordenada está unida operativamente a una secuencia génica de región constante de cadena pesada 
endógena. 
 
En algunos aspectos, el ratón o la rata modificado genéticamente comprende una modificación que deleciona o hace 25 
no funcionales a los segmentos génicos variables de cadena pesada VH, D y JH funcionales endógenos y a los 
segmentos génicos VL y JL variables de cadena ligera funcionales endógenos; y comprende (i) una secuencia de 
nucleótidos de región variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada y (ii) una secuencia de 
nucleótidos que codifica segmentos génicos V de cadena ligera (VL) de inmunoglobulina humana no reordenada y 
segmentos génicos J de cadena ligera (JL) de inmunoglobulina humana no reordenada (es decir, en la que la 30 
secuencia de nucleótidos se localiza en un animal no humano de tipo silvestre) o dentro de su locus endógeno, por 
ejemplo, dentro de un locus de región variable de inmunoglobulina, en el que el locus endógeno se coloca o se 
traslada a una localización diferente en el genoma). En algunos aspectos, el ratón o la rata modificado 
genéticamente comprende una modificación que deleciona o hace no funcionales a segmentos génicos variables de 
cadena pesada VH, D y JH funcionales endógenos y a segmentos génicos VL y JL variables de cadena ligera 35 
funcionales; y comprende (i) una secuencia de nucleótidos de región variable de cadena pesada de inmunoglobulina 
humana reordenada y (ii) uno o más segmentos génicos de región variable de cadena ligera de inmunoglobulina 
humana, pero menos que el número de segmentos de tipo silvestre (VL y JL) en una localización endógena (es decir 
en la que la secuencia de nucleótidos se localiza en un ratón o una rata de tipo silvestre) o dentro de su locus 
endógeno, por ejemplo, dentro de un locus de región variable de inmunoglobulina, en el que el locus endógeno se 40 
coloca o se traslada a una localización diferente en el genoma). La secuencia de nucleótidos de región variable de 
cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada está unida operativamente a una secuencia génica de 
región constante de cadena pesada endógena. En algunos aspectos, la secuencia de nucleótidos de región variable 
de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada está unida operativamente a una secuencia génica de 
región constante de cadena ligera humana o no humana, bien kappa o lambda. 45 
 
Diversos aspectos incluyen dominios variables de cadena ligera. Las secuencias de ácido nucleico que codifican 
dominios variables de cadena ligera pueden utilizarse en la creación de los ratones y ratas modificados 
genéticamente descritos en el presente documento, pueden expresarse por dichos animales y/o pueden codificar 
aminoácidos presentes en los anticuerpos representados producidos por, (o procedentes de secuencias 50 
diversificadas por) dichos animales. En algunos aspectos, el dominio variable de cadena ligera es un dominio 
variable de cadena ligera κ humana. En algunos aspectos, el dominio variable de cadena ligera es un dominio 
variable de cadena ligera κ de ratón. En algunos aspectos, el dominio variable de cadena ligera es un dominio 
variable de cadena ligera κ de rata. En algunos aspectos, el dominio variable de cadena ligera es un dominio 
variable de cadena ligera λ humana. En algunos aspectos, el dominio variable de cadena ligera es un dominio 55 
variable de cadena ligera λ de ratón. En algunos aspectos, el dominio variable de cadena ligera es un dominio 
variable de cadena ligera λ de rata. 
 
En diversos aspectos, los dominios variables de cadena ligera producidos por los ratones y ratas modificados 
genéticamente descritos en el presente documento, están codificados por uno o más segmentos génicos variables 60 
de cadena ligera κ de inmunoglobulina humana o de ratón. En algunos aspectos, el uno o más segmentos génicos 
variables de cadena ligera κ de inmunoglobulina de ratón comprenden aproximadamente tres megabases del locus 
de cadena ligera κ de inmunoglobulina de ratón. En algunos aspectos, el uno o más segmentos génicos variables de 
cadena ligera κ de inmunoglobulina de ratón comprende al menos 137 segmentos génicos Vκ, al menos cinco 
segmentos génicos Jκ o una combinación de los mismos del locus de cadena ligera κ de inmunoglobulina de ratón. 65 
En algunos aspectos, el uno o más segmentos génicos variables de cadena ligera κ de inmunoglobulina humana 
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comprende aproximadamente una mitad de megabases de un locus de cadena ligera κ de inmunoglobulina humana. 
En aspectos específicos, el uno o más segmentos génicos variables de cadena ligera κ de inmunoglobulina humana 
comprenden la repetición proximal (con respecto a la región constante κ de inmunoglobulina) de un locus de cadena 
ligera κ de inmunoglobulina humana. En algunos aspectos, el uno o más segmentos génicos variables de cadena 
ligera κ de inmunoglobulina humana comprenden al menos 40 segmentos génicos Vκ, al menos cinco segmentos 5 
génicos Jκ o una combinación de los mismos de un locus de cadena ligera κ de inmunoglobulina humana. 
 
En aspectos particulares, el ratón o la rata modificados genéticamente comprende adicionalmente una secuencia de 
nucleótidos que codifica un segmento génico de cadena ligera (VL) de inmunoglobulina humana no reordenada y un 
segmento génico de cadena ligera (JL) de inmunoglobulina humana no reordenada. En algunos aspectos, la 10 
secuencia de nucleótidos codifica el segmento génico V de cadena ligera no reordenada y el segmento génico J de 
cadena ligera no ordenada está unido operativamente a una secuencia génica de región constante de cadena ligera 
de inmunoglobulina. En otros aspectos, la secuencia de nucleótidos codifica el segmento génico V de cadena ligera 
no reordenada y el segmento génico J de cadena ligera no reordenada está unido operativamente a una secuencia 
génica de región constante de cadena pesada de inmunoglobulina. En algunos aspectos, el segmento génico V de 15 
cadena ligera (VL) de inmunoglobulina humana no reordenada y el segmento génico J (JL) de inmunoglobulina 
humana no reordenada están unidos operativamente, en un locus endógeno de rata o de ratón, con un gen de 
región constante de cadena ligera de inmunoglobulina de rata o de ratón; por ejemplo, un gen de región constante 
de cadena ligera κ o A. 
 20 
En diversos aspectos, los segmentos génicos de región variable humana no reordenados (por ejemplo, segmentos 
génicos Vκ humanos) pueden reordenarse y codificar dominios variables humanos de un anticuerpo. En algunos 
aspectos, el ratón o la rata no comprende un segmento génico VL endógeno. En algunos aspectos, los segmentos 
génicos Vκ humanos expresados por los ratones y las ratas se seleccionan del grupo que consiste en Vκ1-5, Vκ1-6, 
Vκ1-8, Vκ1-9, Vκ1-12, Vκ1-13, Vκ1-16, Vκ1-17, Vκ1-22, Vκ1-27, Vκ1-32, Vκ1-33, Vκ1-35, Vκ1-37, Vκ1-39, Vκ1D-8, 25 
Vκ1D-12, Vκ1D-13, Vκ1D-16, Vκ1D-17, Vκ1D-22, Vκ1D-27, Vκ1D-32, Vκ1D-33, Vκ1D-35, Vκ1D-37, Vκ1D-39, Vκ1D-
42, Vκ1D-43, Vκ1-NL1, Vκ2-4, Vκ2-10, Vκ2-14, Vκ2-18, Vκ2-19, Vκ2-23, Vκ2-24, Vκ2-26, Vκ2-28, Vκ2-29, Vκ2-30, 
Vκ2-36, Vκ2-38, Vκ2-40, Vκ2D-10, Vκ2D-14, Vκ2D-18, Vκ2D-19, Vκ2D-23, Vκ2D-24, Vκ2D-26, Vκ2D-28, Vκ2D-29, 
Vκ2D-30, Vκ2D-36, Vκ2D-38, Vκ2D-40, Vκ3-7, Vκ3-11, Vκ3-15, Vκ3-20, Vκ3-25, Vκ3-31, Vκ3-34, Vκ3D-7, Vκ3D-7, 
Vκ3D-11, Vκ3D-15, Vκ3D-15, Vκ3D-20, Vκ3D-25, Vκ3D-31, Vκ3D-34, Vκ3-NL1, Vκ3-NL2, Vκ3-NL3, Vκ3-NL4, Vκ3-30 
NL5, Vκ4-1, Vκ5-2, Vκ6-21, Vκ6D-21, Vκ6D-41 y Vκ7-3. En algunos aspectos, los ratones o las ratas modificados 
genéticamente descritos en el presente documento, expresan todos los genes Vκ humanos funcionales. En algunos 
aspectos, los segmentos génicos Vκ humanos comprenden Vκ4-1, Vκ5-2, Vκ7-3, Vκ2-4, Vκ1-5 y Vκ1-6. En un 
aspecto, los segmentos génicos Vκ comprenden Vκ3-7, Vκ1-8, Vκ1-9, Vκ2-10, Vκ3-11, Vκ1-12, Vκ1-13, Vκ2-14, Vκ3-
15 y Vκ1-16. En algunos aspectos, los segmentos génicos Vκ humanos comprenden Vκ1-17, Vκ2-18, Vκ2-19, Vκ3-35 
20, Vκ6-21, Vκ1-22, Vκ1-23, Vκ2-24, Vκ3-25, Vκ2-26, Vκ1-27, Vκ2-28, Vκ2-29, y Vκ2-30. En algunos aspectos, los 
segmentos génicos Vκ humanos comprenden Vκ3-31, Vκ-32, Vκ1-33, Vκ3-34, Vκ1-35, Vκ2-36, Vκ1-37, Vκ2-38, Vκ1-
39 y Vκ2-40. En diversos aspectos, el animal no humano comprende cinco segmentos génicos Jκ humanos, por 
ejemplo, los segmentos génicos Jκ1, Jκ2, Jκ3, Jκ4, y Jκ5. En aspectos específicos, los segmentos génicos Vκ 
comprenden segmentos génicos κ de inmunoglobulina humana contiguos que abarcan el locus de cadena ligera κ 40 
de inmunoglobulina humana desde Vκ4-1 a Vκ2-40, y los segmentos génicos Jκ comprenden segmentos génicos 
contiguos que abarcan el locus de cadena ligera κ de inmunoglobulina humana de Jκ1 a Jκ5. En algunos aspectos, 
el locus de cadena ligera de inmunoglobulina comprende dos segmentos génicos VL humanos, Vκ1-39 y Vκ3-20. En 
algunos aspectos, uno o más (por ejemplo, 2, 3, 4 o 5) segmentos génicos VL humanos y dos o más segmentos 
génicos JL humanos, están presentes en un locus de cadena ligera endógena, por ejemplo, en un locus de cadena 45 
ligera kappa endógena. En algunos aspectos, el ratón o la rata modificado genéticamente, es un ratón que 
comprende un locus de cadena ligera λ funcional. En otros aspectos, el ratón comprende un locus de cadena ligera λ 
no funcional. En algunos aspectos, el uno o más segmentos génicos VH, DH y VH humanos, están unidos 
operativamente a una secuencia de región constante de cadena pesada de ratón o rata (es decir, el uno o más 
segmentos génicos VL humanos y dos o más segmentos génicos JL humanos, están presentes en un locus de 50 
cadena pesada endógena). 
 
En algunos aspectos, un ratón o una rata modificado genéticamente como se describe en el presente documento 
expresa una secuencia de nucleótidos de región variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana 
reordenada (es decir, produce una proteína de unión a antígeno que comprende un dominio variable de cadena 55 
pesada reordenada) y uno o más, dos o más, tres o más, cuatro o más, cinco o más etc. dominios variables de 
cadena ligera codificados por genes Vκ seleccionados del grupo que consiste en Vκ1-5, Vκ1-6, Vκ1-8, Vκ1-9, Vκ1-12, 
Vκ1-13, Vκ1-16, Vκ1-17, Vκ1-22, Vκ1-27, Vκ1-32, Vκ1-33, Vκ1-35, Vκ1-37, Vκ1-39, Vκ1D-8, Vκ1D-12, Vκ1D-13, 
Vκ1D-16, Vκ1D-17, Vκ1D-22, Vκ1D-27, Vκ1D-32, Vκ1D-33, Vκ1D-35, Vκ1D-37, Vκ1D-39, Vκ1D-42, Vκ1D-43, Vκ1-
NL1, Vκ2-4, Vκ2-10, Vκ2-14, Vκ2-18, Vκ2-19, Vκ2-23, Vκ2-24, Vκ2-26, Vκ2-28, Vκ2-29, Vκ2-30, Vκ2-36, Vκ2-38, Vκ2-60 
40, Vκ2D-10, Vκ2D-14, Vκ2D-18, Vκ2D-19, Vκ2D-23, Vκ2D-24, Vκ2D-26, Vκ2D-28, Vκ2D-29, Vκ2D-30, Vκ2D-36, 
Vκ2D-38, Vκ2D-40, Vκ3-7, Vκ3-11, Vκ3-15, Vκ3-20, Vκ3-25, Vκ3-31, Vκ3-34, Vκ3D-7, Vκ3D-7, Vκ3D-11, Vκ3D-15, 
Vκ3D-15, Vκ3D-20, Vκ3D-25, Vκ3D-31, Vκ3D-34, Vκ3-NL1, Vκ3-NL2, Vκ3-NL3, Vκ3-NL4, Vκ3-NL5, Vκ4-1, Vκ5-2, 
Vκ6-21, Vκ6D-21, Vκ6D-41 y Vκ7-3.  
 65 
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En diversos aspectos, al menos uno de los segmentos génicos de región variable de cadena ligera (por ejemplo, 
segmentos génicos de región variable de cadena ligera humana) codifica uno o más codones de histidina que no 
están codificados por un segmento génico variable de cadena ligera de la línea germinal humana correspondiente. 
En algunos aspectos, el dominio variable de cadena ligera como se describe en el presente documento, exhibe una 
disminución en la semivida (t1/2) disociadora a un pH ácido, en comparación con un pH neutro, de al menos 5 
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 disminución en la t1/2 a un pH ácido, en comparación con un 
pH neutro, es de aproximadamente 30 veces o mayor. En algunos aspectos, al menos uno de los segmentos 10 
génicos VL comprende una sustitución de al menos un codón no de histidina, codificado por la secuencia del 
segmento VL de la línea germinal humana correspondiente, con un codón de histidina. En algunos aspectos, la 
sustitución es de uno, dos, tres o cuatro codones (por ejemplo tres o cuatro codones). En algunos aspectos, la 
sustitución es en el codón o codones de la CDR3. En algunos aspectos, los segmentos génicos VL humanos son 
segmentos génicos Vκ1-39 y Vκ3-20 humanos, y cada uno de los segmentos génicos Vκ1-39 y Vκ3-20 humanos 15 
comprende una sustitución de al menos un codón no de histidina, codificado por un segmento génico VL de la línea 
germinal humana correspondiente, con el codón de histidina. En algunos aspectos, cada uno de los segmentos 
génicos Vκ1-39 y Vκ3-20 humanos comprende una sustitución de tres o cuatro codones de histidina. En algunos 
aspectos, las tres o cuatro sustituciones están en la región CDR3. En algunos aspectos, la sustitución es de tres 
codones no de histidina del segmento génico Vκ1-39 humano, en el que la sustitución se diseña para expresar 20 
histidinas en las posiciones 106, 108 y 111. En algunos aspectos, la sustitución es de cuatro codones no de histidina 
del segmento génico Vκ1-39 humano y la sustitución se diseña 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 
sustitución es de tres codones no de histidina del segmento génico Vκ3-20 humano, y la sustitución se diseña para 
expresar histidinas en las posiciones 105, 106 y 109. En otros aspectos adicionales, la sustitución es de cuatro 25 
codones no de histidina del segmento génico Vκ3-20 humano y la sustitución se diseña para expresar histidinas en 
las posiciones 105, 106, 107 y 109. En algunos aspectos, el locus de cadena ligera de inmunoglobulina comprende 
uno o más segmentos génicos VL humanos, pero menos que el número de segmentos de tipo silvestre, y uno o 
más, por ejemplo, dos o más, segmentos génicos JL humanos, en el que cada uno de los segmentos génicos VL 
humanos comprende al menos un codón de histidina que no está codificado por el segmento génico VL de la línea 30 
germinal humana correspondiente. En diversos aspectos, el ratón o la rata que comprende los locus de 
inmunoglobulina modificados genéticamente como se describe en el presente documento, después de la 
estimulación con un antígeno de interés, expresan una proteína de unión a antígeno que comprende una secuencia 
de aminoácidos procedente de los segmentos génicos VL humanos, en el que la proteína de unión a antígeno 
conserva al menos un resto de histidina en una posición de aminoácido codificada por al menos un codón de 35 
histidina introducido en el segmento génico VL humano. En algunos aspectos, el ratón o la rata expresa una 
población de proteínas de unión a antígeno en respuesta a un antígeno, en el que todas las proteínas de unión a 
antígeno en la población comprenden (a) dominios variables de cadena ligera de inmunoglobulina procedentes de 
una reordenación de los segmentos génicos VL humanos y los segmentos génicos JL, en el que al menos uno de los 
segmentos génicos VL humanos codifica uno o más codones de histidina que no están codificados por el segmento 40 
génico VL de la línea germinal humana correspondiente, y (b) cadenas pesadas de inmunoglobulina que 
comprenden dominios variables de cadena pesada humana codificados por la secuencia de nucleótidos de región 
variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada. 
 
Diversos aspectos abarcan secuencias de región constante de cadena ligera. En algunos aspectos, por ejemplo, una 45 
primera secuencia de nucleótidos que codifica el dominio variable de cadena pesada reordenada (es decir, en el que 
la primera secuencia de nucleótidos es una secuencia de nucleótidos de región variable de cadena pesada de 
inmunoglobulina humana reordenada) está unida operativamente a una secuencia génica de región constante de 
cadena pesada y una segunda secuencia de nucleótidos que codifica el dominio variable de cadena ligera humana 
(es decir, en el que la segunda secuencia de nucleótidos es una secuencia de nucleótidos variable de cadena ligera 50 
de inmunoglobulina humana no reordenada) está unida operativamente a una secuencia génica de región constante 
de cadena ligera. En algunos aspectos, una primera secuencia de nucleótidos que codifica el dominio variable de 
cadena pesada reordenada (es decir, en el que la primera secuencia de nucleótidos es una secuencia de 
nucleótidos de región variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada) está unida 
operativamente a una secuencia génica de región constante de cadena ligera, y a una segunda secuencia de 55 
nucleótidos que codifica el dominio variable de cadena ligera humana (es decir, en el que la segunda secuencia de 
nucleótidos es una secuencia de nucleótidos variable de cadena ligera de inmunoglobulina humana no reordenada) 
está unida operativamente a una secuencia génica de región constante de cadena pesada. En diversos aspectos, la 
secuencia de región constante de cadena ligera unida operativamente a la secuencia de nucleótidos de región 
variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada es una secuencia de región constante de 60 
cadena ligera κ humana. En algunos aspectos, la secuencia de región constante de cadena ligera unida 
operativamente al dominio variable de cadena pesada reordenada es una secuencia de región constante de cadena 
ligera κ de ratón. En algunos aspectos, la secuencia de región constante de cadena ligera unida operativamente al 
dominio variable de cadena pesada reordenada es una secuencia de región constante de cadena ligera κ de rata. En 
algunos aspectos, la secuencia de región constante de cadena ligera unida operativamente al dominio variable de 65 
cadena pesada reordenada es una secuencia de región constante de cadena ligera λ humana. En algunos aspectos, 
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la secuencia de región constante de cadena ligera unida operativamente al dominio variable de cadena pesada 
reordenada es una secuencia de región constante de cadena ligera λ de ratón. En algunos aspectos, la secuencia 
de región constante de cadena ligera unida operativamente al dominio variable de cadena pesada reordenada es 
una secuencia de región constante de cadena ligera λ de rata. 
 5 
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 nucleótidos de región 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 (VH) que está unida operativamente, mediante un espaciador, a una secuencia de 10 
segmento J de cadena pesada (JH), en la que el espaciador comprende al menos un resto de aminoácido. En 
algunos aspectos, la secuencia de nucleótidos de región variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana 
reordenada está unida operativamente a una secuencia génica de región constante de cadena pesada no humana. 
En algunos aspectos, la secuencia génica de región constante de cadena pesada no humana es una secuencia 
génica de región constante de ratón o de rata. En algunos aspectos, la secuencia de nucleótidos de región variable 15 
de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada está unida operativamente a una secuencia génica de 
región constante de cadena pesada humana. En algunos aspectos, la región constante de cadena pesada 
comprende una secuencia seleccionada de un CH1, una bisagra, un CH2, un CH3 y una combinación de los mismos. 
En algunos aspectos, la secuencia de nucleótidos de región variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana 
reordenada está unida operativamente a una secuencia génica de región constante de cadena ligera no humana. En 20 
algunos aspectos, la secuencia génica de región constante de cadena ligera no humana es una secuencia génica de 
región constante de ratón o de rata. En algunos aspectos, la secuencia de nucleótidos de región variable de cadena 
pesada de inmunoglobulina humana reordenada está unida operativamente a una secuencia génica de región 
constante de cadena ligera humana. En algunos aspectos, el espaciador tiene un solo resto de aminoácido. En 
algunos aspectos, el espaciador tiene dos restos de aminoácido. En algunos aspectos, el espaciador tiene tres 25 
restos de aminoácido. En algunos aspectos, el espaciador tiene cuatro restos de aminoácido. En algunos aspectos, 
el espaciador tiene cinco restos de aminoácido. En algunos aspectos, el espaciador tiene seis restos de aminoácido. 
 
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 30 
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 nucleótidos de región variable de cadena pesada de 
inmunoglobulina humana reordenada). Una ULC es una cadena ligera común que puede utilizarse en un formato 
biespecífico que contiene una función, por ejemplo, una modificación que influye en la unión al FcRn para mejorar 35 
una semivida, por ejemplo, un formato biespecífico que comprende una cadena pesada que se une a un antígeno y 
una cadena ligera que se une al FcRn. Por ejemplo, los ratones modificados genéticamente, como se describe en el 
presente documento, están inmunizado con FcRN, para obtener anticuerpos que se unen al FcRN exclusivamente a 
través de las cadenas ligeras. Estas cadenas ligeras producidas por el ratón o la rata modificados genéticamente, se 
usan como ULC que ayudan al anticuerpo biespecífico a asociarse con un FcRn, ayudando de este modo a 40 
aumentar la semivida. El resto del anticuerpo (por ejemplo, o una segunda cadena ligera diferente, o una cadena 
pesada que se una a un antígeno diferente de FcRn) se selecciona para realizar una segunda función. 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 mutación 
somática (por ejemplo, hipermutación), elucidando de este modo secuencias de cadena variable de anticuerpo cuya 45 
capacidad de unión a antígeno se beneficie de acontecimientos posgenómicos. 
 
Diversos aspectos incluyen ratones y ratas modificados genéticamente que en sus genomas comprenden una 
secuencia de ácido nucleico de región variable de cadena pesada humana reordenada, y adicionalmente en sus 
genomas comprenden un ácido nucleico que codifica un dominio variable de cadena ligera como se describe en el 50 
presente documento, clonado sobre una secuencia de ácido nucleico de región constante seleccionada de una 
región constante kappa, una región constante lambda, una región constante de cadena pesada (por ejemplo, 
seleccionada del grupo que consiste en un CH1, una bisagra, un CH2, un CH3 y una combinación de los mismos). 
En algunos aspectos, la secuencia de ácido nucleico de región variable de cadena ligera está clonada sobre una 
primera secuencia de ácido nucleico de región constante de cadena pesada humana, y un segundo dominio variable 55 
de cadena ligera está clonado sobre una segunda secuencia de ácido nucleico de región constante de cadena 
pesada humana; en la que la primera y la segunda secuencia de ácido nucleico de región constante de cadena 
pesada humana son iguales, uniéndose el primer dominio variable de cadena ligera específicamente a un primer 
antígeno y uniéndose el segundo dominio variable de cadena ligera a un segundo antígeno. En estos aspectos, se 
forma un dímero de dos polipéptidos, en el que cada uno de los dominios variables de cadena ligera, fusionados con 60 
la región constante de cadena pesada, muestra distinta especificidad de unión con el antígeno. 
 
En otro aspecto, se describe un ratón o una rata modificado genéticamente (por ejemplo, un ratón) que es capaz de 
producir una cadena ligera que se una a un receptor, o a otra fracción, que atraviese la barrera hematoencefálica, 
por ejemplo, al receptor de transferrina. Estudios previos han demostrado que los anticuerpos de baja afinidad 65 
dirigidos contra el receptor de transferrina, atravesarán la barrera hematoencefálica y se liberarán 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 fracción 
que sea capaz de atravesar la hematoencefálica (por ejemplo, un receptor de transferrina), en el que el anticuerpo 
de baja afinidad es biespecífico y comprende una segunda especificidad de unión contra una diana deseada (es 
decir, el anticuerpo se une a la fracción que atraviesa, y también se une a una diana diferente de la fracción que 5 
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 ácido nucleico de región variable de cadena pesada humana 
reordenada, en unión operativa con una secuencia de ácido nucleico de región constante de cadena ligera o cadena 10 
pesada de inmunoglobulina, en el genoma de un ratón o una rata. En diversos aspectos, la secuencia de ácido 
nucleico de región constante es humana o no humana. En diversos aspectos, los métodos comprenden la creación 
de un ratón o una rata que adicionalmente comprende un locus de cadena ligera de inmunoglobulina que comprende 
uno o más segmentos génicos de región variable de cadena ligera humana, pero menos que el número de 
segmentos de tipo silvestre, por ejemplo, dos segmentos génicos Vκ humanos y uno o más segmentos génicos Jκ 15 
humanos, unidos operativamente a una secuencia de ácido nucleico de región constante de cadena ligera humana o 
no humana. En diversos aspectos, los métodos comprenden colocar las secuencias mencionadas anteriormente, en 
la línea germinal de un ratón o una rata, empleando, por ejemplo, tecnología 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 20 
pesada de inmunoglobulina no humana en un genoma de una célula germinativa no humana que comprende una 
secuencia de nucleótidos de región variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada, unida 
operativamente a una secuencia génica de región constante de cadena pesada, en la que la secuencia génica de 
región constante comprende una secuencia no humana, una secuencia humana, o una combinación de las mismas. 
En algunos aspectos, la secuencia de nucleótidos de región variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana 25 
reordenada, está unida operativamente a una secuencia génica de región constante de inmunoglobulina no humana 
endógena. En algunos aspectos, la secuencia génica de región constante de inmunoglobulina no humana endógena, 
es una secuencia génica de región constante de cadena pesada de rata o de ratón. 
 
En diversos aspectos, se describe un método para crear un ratón o una rata que comprende un locus de 30 
inmunoglobulina modificado genéticamente, en el que el método comprende: (a) modificar un genoma de una rata o 
un ratón para delecionar y hacer no funcionales, segmentos génicos V, D y J de cadena pesada de inmunoglobulina 
funcional endógena; y (b) colocar en el genoma, una secuencia de nucleótidos de región variable de cadena pesada 
de inmunoglobulina humana reordenada. En un aspecto de este tipo, se describe un método para crear un ratón o 
una rata que exprese una sola cadena pesada de inmunoglobulina de una secuencia génica de cadena pesada 35 
reordenada en la línea germinal del ratón o rata, comprendiendo el método una etapa de modificar genéticamente un 
ratón o una rata de tal manera que toda la población de linfocitos B maduros, que expresa el anticuerpo, exprese 
una cadena pesada procedente de (i) un solo segmento génico VH; (ii) un espaciador de aminoácidos de uno, dos, 
tres, cuatro, cinco o seis aminoácidos y (iii) un solo segmento génico JH. En algunos aspectos, el método comprende 
inactivar o reemplazar un locus variable de inmunoglobulina de cadena pesada endógena con un solo gen de 40 
cadena pesada reordenada como se describe en el presente documento. 
 
En otros aspectos, se describen métodos para crear un ratón o una rata que comprenda un locus de cadena pesada 
de inmunoglobulina genéticamente modificada, comprendiendo dichos métodos: (a) modificar un genoma de un 
ratón o una rata para delecionar o hacer no funcionales, segmentos génicos V, D y J de cadena pesada de 45 
inmunoglobulina funcional endógena y (b) colocar en el genoma, una secuencia de nucleótidos de región variable de 
cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada. Todos los segmentos génicos VH, D y JH funcionales 
endógenos se delecionan del locus de cadena pesada de inmunoglobulina del ratón o de la rata o se vuelven no 
funcionales (por ejemplo, mediante la inserción de una secuencia de nucleótidos (por ejemplo, una secuencia de 
nucleótidos exógena en el locus de inmunoglobulina o mediante una reordenación no funcional, o una inversión, de 50 
segmentos VH, D, JH endógenos). En algunos aspectos, el método comprende la inserción de una secuencia de 
nucleótidos de región variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada (es decir, una secuencia 
de nucleótidos que codifica el dominio variable de cadena pesada reordenada) en una localización endógena (es 
decir dirigida a donde se localiza la secuencia de nucleótidos en un animal no humano de tipo silvestre). En algunos 
aspectos, por ejemplo, aproximadamente el 80 % o más, aproximadamente el 85 % o más, aproximadamente el 55 
90 % o más, aproximadamente el 95 % o más, aproximadamente el 96 % o más, aproximadamente el 97 % o más, 
aproximadamente el 98 % o más o aproximadamente el 99 % o más de todos los segmentos génicos V, D o J 
funcionales endógenos están delecionados o se han hecho no funcionales. En algunos aspectos, por ejemplo, al 
menos el 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o 99 % de los segmentos génicos V, D o J de cadena pesada funcional endógena 
están delecionados o se han hecho no funcionales. 60 
 
En otro aspecto, se describen métodos para crear un ratón o una rata que comprenda un locus de inmunoglobulina 
modificado genéticamente, que comprenden: (a) modificar un genoma de un ratón o una rata para delecionar o 
hacer no funcionales, segmentos génicos V y J de cadena ligera de inmunoglobulina funcional endógena y (b) 
colocar en un locus de cadena ligera de inmunoglobulina endógena, una secuencia de nucleótidos de región variable 65 
de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada (es decir, una secuencia de nucleótidos que codifica un 
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dominio variable de cadena pesada reordenada), en la que la secuencia de nucleótidos está unida operativamente a 
una secuencia génica de región constante de cadena ligera. En algunos aspectos, el locus de inmunoglobulina 
modificado genéticamente está presente en el genoma de la línea germinal del ratón o de la rata. En algunos 
aspectos, la secuencia de nucleótidos de región variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada 
está unida operativamente a una secuencia génica de región constante de cadena ligera κ. En algunos aspectos, la 5 
secuencia de nucleótidos de región variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada está unida 
operativamente a una secuencia génica de región constante de cadena ligera κ de ratón o rata. En algunos 
aspectos, la secuencia de nucleótidos de región variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada 
está unida operativamente a una secuencia génica de región constante de cadena ligera κ humana. En algunos 
aspectos, la secuencia de nucleótidos de región variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada 10 
está unida operativamente a una secuencia génica de región constante de cadena ligera λ. En algunos aspectos, la 
secuencia de nucleótidos de región variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada está unida 
operativamente a una secuencia génica de región constante de cadena ligera λ de ratón o rata. En algunos 
aspectos, la secuencia de nucleótidos de región variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada 
está unida operativamente a una secuencia génica de región constante de cadena ligera λ humana. 15 
 
En otro aspecto, se describen métodos para crear un ratón o una rata que comprende un locus de inmunoglobulina 
modificado genéticamente, que comprenden: (a) modificar un genoma de un ratón o una rata para delecionar o 
hacer no funcionales: (i) segmentos génicos V, D y J de cadena pesada de inmunoglobulina funcional endógena y 
(ii) segmentos génicos V y J de cadena ligera de inmunoglobulina funcional endógena y (b) colocar en el genoma: (i) 20 
una primera secuencia de nucleótidos que codifica un dominio variable de cadena pesada reordenada (es decir, en 
el que la primera secuencia de nucleótidos es una secuencia de nucleótidos de región variable de cadena pesada de 
inmunoglobulina humana reordenada), en la que la primera secuencia de nucleótidos está unida operativamente a 
una secuencia génica de región constante de cadena ligera y (ii) una segunda secuencia de nucleótidos que codifica 
un dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina humana (es decir, en el que la segunda secuencia de 25 
nucleótidos es una secuencia de nucleótidos de región variable de cadena ligera de inmunoglobulina humana no 
reordenada), en la que la segunda secuencia de nucleótidos está unida operativamente a una secuencia génica de 
región constante de cadena pesada. En algunos aspectos, el locus de inmunoglobulina modificado genéticamente 
está presente en el genoma de la línea germinal del ratón o de la rata. En algunos aspectos, la primera secuencia de 
nucleótidos que codifica el dominio variable de cadena pesada reordenada está unida operativamente a una 30 
secuencia génica de región constante de cadena ligera κ. En algunos aspectos, la primera secuencia de nucleótidos 
que codifica el dominio variable de cadena pesada reordenada está unida operativamente a una secuencia génica 
de región constante de cadena ligera κ de ratón o de rata. En algunos aspectos, la primera secuencia de nucleótidos 
que codifica el dominio variable de cadena pesada reordenada está unida operativamente a una secuencia génica 
de región constante de cadena ligera κ humana. En algunos aspectos, la primera secuencia de nucleótidos que 35 
codifica el dominio variable de cadena pesada reordenada está unida operativamente a una secuencia génica de 
región constante de cadena ligera λ. En algunos aspectos, la primera secuencia de nucleótidos que codifica el 
dominio variable de cadena pesada reordenada está unida operativamente a una secuencia génica de región 
constante de cadena ligera λ de ratón o de rata. En algunos aspectos, la primera secuencia de nucleótidos que 
codifica el dominio variable de cadena pesada reordenada está unida operativamente a una secuencia génica de 40 
región constante de cadena ligera λ humana. En algunos aspectos, el dominio variable de cadena ligera de 
inmunoglobulina humana es un dominio variable de cadena ligera κ. Por tanto, en algunos aspectos, la segunda 
secuencia de nucleótidos es una secuencia de nucleótidos de región 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 λ. Por tanto, en algunos aspectos, la segunda secuencia de nucleótidos es una secuencia de 45 
nucleótidos de región variable de cadena ligera lambda humana. En algunos aspectos, la secuencia génica de 
región constante de cadena pesada es una secuencia génica de región constante de cadena pesada de 
inmunoglobulina no humana. En algunos aspectos, la secuencia génica de región constante de cadena pesada de 
inmunoglobulina no humana es una secuencia génica de región constante de cadena pesada de ratón o de rata. 
 50 
En otro aspecto, se describen métodos para crear un ratón o una rata que comprende un locus de inmunoglobulina 
modificado genéticamente, que comprenden: (a) modificar un genoma de un ratón o una rata para delecionar o 
hacer no funcionales: (i) segmentos génicos V, D y J de cadena pesada de inmunoglobulina funcional endógena y 
(ii) segmentos génicos V y J de cadena ligera de inmunoglobulina funcional endógena y (b) colocar en el genoma: (i) 
una primera secuencia de nucleótidos que codifica un dominio variable de cadena pesada reordenada (es decir, en 55 
el que la primera secuencia de nucleótidos es una secuencia de nucleótidos de región variable de cadena pesada de 
inmunoglobulina humana reordenada), en la que la primera la secuencia de nucleótidos está unida operativamente a 
una secuencia génica de región constante de cadena pesada, y (ii) una segunda secuencia de nucleótidos que 
codifica un dominio variable de cadena ligera de inmunoglobulina humana (es decir, en la que la segunda secuencia 
de nucleótidos es una secuencia de nucleótidos de región variable de cadena ligera de inmunoglobulina humana no 60 
reordenada), en la que la segunda secuencia de nucleótidos está unida operativamente a una secuencia génica de 
región constante de cadena ligera. En algunos aspectos, la secuencia génica de región constante de cadena ligera 
es una secuencia génica de región constante de cadena ligera κ. En algunos aspectos, la secuencia génica de 
región constante de cadena ligera es una secuencia génica de región constante de cadena ligera κ de ratón o de 
rata. En algunos aspectos, la secuencia génica de región constante de cadena ligera es una secuencia génica de 65 
región constante de cadena ligera κ. En algunos aspectos, la secuencia génica de región constante de cadena ligera 
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es una secuencia génica de región constante de cadena ligera λ. En algunos aspectos, la secuencia génica de la 
región constante de cadena ligera es una secuencia génica de región constante de cadena ligera λ de ratón o de 
rata. En algunos aspectos, la secuencia génica de región constante de cadena ligera es una secuencia génica de 
región constante de cadena ligera λ humana. En algunos aspectos, el dominio variable de cadena ligera de 
inmunoglobulina humana es un dominio variable de cadena ligera κ. En algunos aspectos, el dominio variable de 5 
cadena ligera de inmunoglobulina humana es un dominio variable de cadena ligera λ. En algunos aspectos, la 
secuencia génica de la región constante de cadena pesada es una secuencia génica de región constante de cadena 
pesada de inmunoglobulina no humana. En algunos aspectos, la secuencia génica de región constante de cadena 
pesada de inmunoglobulina no humana es una secuencia génica de región constante de cadena pesada de ratón o 
de rata. 10 
 
En otro aspecto, se describe un método para crear un ratón o una rata que comprende un locus de cadena pesada 
de inmunoglobulina modificada genéticamente que comprenden: (a) modificar un genoma de un ratón o una rata 
para delecionar o hacer no funcional, segmentos génicos V, D y J de cadena pesada de inmunoglobulina funcional 
endógena y (b) colocar en el genoma una secuencia de nucleótidos de región variable de cadena pesada de 15 
inmunoglobulina humana reordenada, en la que la secuencia de nucleótidos de región variable de cadena pesada de 
inmunoglobulina humana reordenada comprende una secuencia de segmento génico V de cadena pesada (VH) que 
está unida operativamente, mediante un espaciador, a una secuencia de segmento génico J de cadena pesada (JH), 
en la que el espaciador comprende al menos un resto de aminoácido. En algunos aspectos, la secuencia de 
nucleótidos de región variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada está unida 20 
operativamente a una secuencia génica de región constante de cadena pesada de inmunoglobulina no humana. En 
algunos aspectos, la secuencia génica de región constante de cadena pesada de inmunoglobulina no humana es 
una secuencia génica de región constante de cadena pesada de inmunoglobulina de ratón o de rata. En algunos 
aspectos, la secuencia de nucleótidos de región variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada 
está unida operativamente a una secuencia génica de región constante de cadena ligera de inmunoglobulina no 25 
humana. En algunos aspectos, la secuencia génica de región constante de cadena ligera de inmunoglobulina no 
humana es una secuencia génica de región constante de cadena ligera de inmunoglobulina de ratón o de rata. En 
algunos aspectos, la secuencia de nucleótidos de región variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana 
reordenada está presente en una localización endógena (es decir, en la que la secuencia de nucleótidos se localiza 
en un ratón o una rata de tipo silvestre). En algunos aspectos, la secuencia de nucleótidos de región variable de 30 
cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada está presente dentro de su locus endógeno, por ejemplo, 
dentro de un locus variable de inmunoglobulina, en el que el locus endógeno se coloca o traslada a una localización 
diferente en el genoma). En algunos aspectos, los espaciadores tienen un solo resto de aminoácido. En algunos 
aspectos, los espaciadores tienen dos restos de aminoácido. En algunos aspectos, los espaciadores tienen tres 
restos de aminoácido. En algunos aspectos, los espaciadores tienen cuatro restos de aminoácido. En algunos 35 
aspectos, los espaciadores tienen cinco restos de aminoácido. En algunos aspectos, los espaciadores tienen seis 
restos de aminoácido. En algunos aspectos, las secuencias de nucleótidos codifican dos copias, tres copias, cuatro 
copias o más de la secuencia de nucleótidos de región 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 nucleótidos codifica una pluralidad de copias de la secuencia de nucleótidos de región 40 
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 ratón o una rata que comprenden: (a) modificar un genoma de un ratón o una 
rata para delecionar o hacer no funcionales (i) segmentos génicos VH, DH y/o JH, de cadena pesada de 45 
inmunoglobulina funcional endógena y (ii) segmentos génicos V y J de cadena ligera de inmunoglobulina funcional 
endógena; y (b) colocar (i) una secuencia de ácido nucleico de región variable de cadena pesada reordenada en un 
locus de cadena pesada, en el que la secuencia de ácido nucleico de región variable de cadena pesada reordenada 
comprende una secuencia de segmento génico V de cadena pesada (VH) que está unida operativamente, mediante 
un espaciador, a una secuencia de segmento génico J de cadena pesada (JH), en la que el espaciador comprende 50 
al menos un resto de aminoácido; y (ii) uno o más segmentos génicos de región variable de cadena ligera de 
inmunoglobulina humana, pero menos que el número de segmentos de tipo silvestre, (por ejemplo, dos segmentos 
génicos Vκ humanos, y al menos un segmento génico Jκ humano), unidos operativamente a una secuencia de ácido 
nucleico de región constante de cadena ligera humana o no humana. En algunos aspectos, al menos uno de los 
segmentos génicos de región variable de cadena ligera codifica uno o más codones de histidina que no están 55 
codificados por un segmento génico variable de cadena ligera de la línea germinal humana correspondiente. 
 
En algunos aspectos, se describe un método para crear un ratón o una rata que comprende un locus de 
inmunoglobulina modificado genéticamente que comprende: 
 60 

(a) modificar un genoma de un ratón o una rata para delecionar o hacer no funcionales, segmentos génicos V y J 
de cadena ligera de inmunoglobulina funcional endógena; y 
 
(b) colocar en el genoma del ratón o de la rata una secuencia de nucleótidos de región variable de cadena 
pesada humana reordenada, en unión operativa con una secuencia de nucleótidos de región constante de 65 
cadena ligera. 
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En algunos aspectos, la región constante de cadena ligera es una región constante de rata o ratón, por ejemplo, una 
región constante Cκ de rata o ratón. 
 
En otro aspecto, se describe un método para crear un ratón o una rata que comprende un locus de inmunoglobulina 5 
modificado genéticamente, que comprende: 
 

(a) modificar un genoma de un ratón o una rata para delecionar o hacer no funcionales: 
 

(i) segmentos génicos V, D y/o J de cadena pesada de inmunoglobulina funcional endógena; y 10 
 

(ii) segmentos génicos V y J de cadena ligera de inmunoglobulina funcional endógena; y 
 

(b) colocar en el genoma del ratón o de la rata: 
 15 

(i) una primera secuencia de nucleótidos que codifica un dominio variable de cadena pesada reordenada (es 
decir, en la que la primera secuencia de nucleótidos es una secuencia de nucleótidos de región variable de 
cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada), en la que la primera secuencia de nucleótidos está 
unida operativamente a una secuencia génica de región constante de cadena ligera, y 

 20 
(ii) una segunda secuencia de nucleótidos que codifica un dominio variable de cadena ligera no humana (es 
decir, en la que la segunda secuencia de nucleótidos es una secuencia de nucleótidos de región variable de 
cadena ligera de inmunoglobulina humana no reordenada), en la que la segunda secuencia de nucleótidos 
está unida operativamente a una secuencia génica de región constante de cadena pesada. 

 25 
En algunos aspectos, el ratón o la rata es un ratón. En algunos aspectos, la región constante de cadena ligera es 
una región constante de una rata o de un ratón, por ejemplo, una región constante Cκ de una rata o de un ratón. En 
algunos aspectos, la segunda secuencia de nucleótidos está unida operativamente a una secuencia génica de 
región constante de cadena pesada de ratón o de rata seleccionada de un CH1, una bisagra, un CH2, un CH3 y una 
combinación de los mismos. En algunos aspectos, la segunda secuencia de nucleótidos está unida operativamente 30 
a una secuencia génica de región constante de cadena pesada humana seleccionada de un CH1, una bisagra, un 
CH2, un CH3 o una combinación de los mismos. 
 
En otro aspecto, se describe un método para crear un ratón o una rata que comprende un locus de inmunoglobulina 
modificado genéticamente, que comprende: 35 
 

(a) modificar un genoma de una rata o un ratón para delecionar o hacer no funcional: 
 

(i) segmentos génicos V, D y/o J de cadena pesada de inmunoglobulina funcional endógena, y 
 40 
(ii) segmentos génicos V y J de cadena ligera de inmunoglobulina funcional endógena; y 

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

 
(i) una primera secuencia de nucleótidos que codifica un dominio variable de cadena pesada reordenada (es 45 
decir, en la que la primera secuencia de nucleótidos es una secuencia de nucleótidos de región variable de 
cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada), en la que la primera secuencia de nucleótidos está 
unida operativamente a una secuencia génica de región constante de cadena pesada; y 

 
(ii) una segunda secuencia de nucleótidos que codifica un dominio variable de cadena ligera (es decir, en la 50 
que la segunda secuencia de nucleótidos es una secuencia de nucleótidos de región variable de cadena 
ligera de inmunoglobulina humana no reordenada), en la que la segunda secuencia de nucleótidos está unida 
operativamente a una secuencia génica de región constante de cadena ligera. 

 
En otro aspecto, se describe un método para crear un ratón o una rata que comprende un locus de inmunoglobulina 55 
modificado genéticamente, que comprende: 
 

(a) modificar un genoma de un ratón o una rata para delecionar o hacer no funcional: 
 

(i) segmentos génicos V, D y/o J de cadena pesada de inmunoglobulina funcional endógena, y 60 
 
(ii) segmentos génicos V y J de cadena ligera de inmunoglobulina funcional endógena; y 

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

 65 
(i) un primer alelo que comprende: 
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(1) una primera secuencia de nucleótidos que codifica un dominio variable de cadena pesada reordenada 
(es decir, en la que la primera secuencia de nucleótidos es una secuencia de nucleótidos de región 
variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada), unida operativamente a una 
secuencia génica de región constante de cadena pesada; y 5 
(2) una segunda secuencia de nucleótidos que codifica un dominio variable de cadena ligera (es decir, en 
la que la segunda secuencia de nucleótidos es una secuencia de nucleótidos de región variable de 
cadena ligera de inmunoglobulina humana no reordenada), unida operativamente a una secuencia génica 
de región constante de cadena ligera. 

 10 
(ii) un segundo alelo que comprende 
 

(1) una tercera secuencia de nucleótidos que codifica un dominio variable de cadena ligera (es decir, en la 
que la tercera secuencia de nucleótidos es una secuencia de nucleótidos de región variable de cadena 
ligera de inmunoglobulina humana no reordenada), unida operativamente a una secuencia génica de 15 
región constante de cadena pesada; y 
 
(2) una cuarta secuencia de nucleótidos que codifica el dominio variable de cadena pesada reordenada 
(es decir, en la que la cuarta secuencia de nucleótidos es una secuencia de nucleótidos de región variable 
de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada), unida operativamente a una secuencia 20 
génica de región constante de cadena ligera. 
 

En otro aspecto, se describe un método para crear un ratón o un rata que comprende un locus de cadena pesada de 
inmunoglobulina modificado genéticamente que comprende: (a) modificar un genoma de un ratón o una rata para 
delecionar o hacer no funcionales, segmentos génicos V, D y/o J de cadena pesada de inmunoglobulina funcional 25 
endógena y (b) colocar en el genoma la secuencia de nucleótidos de región variable de cadena pesada de 
inmunoglobulina humana reordenada, en la que la secuencia de nucleótidos de región variable de cadena pesada de 
inmunoglobulina humana reordenada comprende una secuencia del segmento génico V de cadena pesada (VH) que 
está unida operativamente, mediante un espaciador, a una secuencia de segmento génico J de cadena pesada (JH), 
en la que el espaciador comprende al menos un resto de aminoácido. 30 
 
En otro aspecto, se describe un método para crear un ratón o una rata que comprende un locus de inmunoglobulina 
modificado genéticamente que comprende: 
 

(a) modificar un genoma de un ratón o una rata para delecionar o hacer no funcional: 35 
 

(i) segmentos génicos V, D y/o J de cadena pesada de inmunoglobulina funcional endógena, y 
 
(ii) segmentos génicos V y J de cadena ligera de inmunoglobulina funcional endógena; y 

 40 
(b) colocar en el genoma del ratón o de la rata: 

 
(i) una secuencia de nucleótidos de región variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana 
reordenada en unión operativa con una secuencia de nucleótidos de región constante de cadena pesada; y 
 45 
(ii) uno o más segmentos génicos de región variable de cadena ligera de inmunoglobulina humana, pero 
menos que el número de segmentos de tipo silvestre, en unión operativa con una secuencia de ácido 
nucleico de región constante de cadena ligera. 

 
En algunos aspectos, la rata o el ratón es un ratón. En algunos aspectos, la región constante de cadena ligera es 50 
una región constante de rata o ratón, por ejemplo, una región constante Cκ de una rata o un ratón. En algunos 
aspectos, la secuencia de ácido nucleico de región variable de cadena pesada humana reordenada está unida 
operativamente a una secuencia génica de región constante de cadena pesada de ratón o de rata de un CH1, una 
bisagra, un CH2, un CH3 y una combinación de los mismos. En algunos aspectos, la secuencia de ácido nucleico de 
región variable de cadena pesada reordenada está unida operativamente a una secuencia génica de región 55 
constante de cadena pesada humana seleccionada de un CH1, una bisagra, un CH2, un CH3 y una combinación de 
los mismos. 
 
En otro aspecto, se describe un método para crear un ratón o una rata que comprende un locus de inmunoglobulina 
modificado genéticamente, que comprende: 60 
 

(a) modificar un genoma de un ratón o una rata para delecionar o hacer no funcional: 
 

(i) segmentos génicos V, D y/o J de cadena pesada de inmunoglobulina funcional endógena, y 
 65 
(ii) segmentos génicos V y J de cadena ligera de inmunoglobulina funcional endógena; y 
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(b) colocar en el genoma del ratón o de la rata: 

 
(i) una secuencia de nucleótidos de región variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana 
reordenada en un unión operativa con una secuencia de nucleótidos de región constante de cadena ligera; y 5 
 
(ii) uno o más segmentos génicos VL y JL de región variable de cadena ligera de inmunoglobulina humana, 
pero menos que el número de segmentos de tipo silvestre, en unión operativa con una secuencia de ácido 
nucleico de región constante de cadena pesada. 

 10 
En algunos aspectos, la rata o el ratón es un ratón. En algunos aspectos, la región constante de cadena ligera es 
una región constante de una rata o un ratón, por ejemplo, una región constante Cκ de una rata o un ratón. 
 
En otro aspecto, se describen secuencias de ácido nucleico que codifican un dominio variable de cadena pesada 
reordenada (es decir, secuencias de nucleótidos que son secuencias de nucleótidos de región variable de cadena 15 
pesada de inmunoglobulina humana reordenada; es decir una secuencia de nucleótidos de VDJ de cadena pesada 
de región variable pre-reordenada). En algunos aspectos, la secuencia de ácido nucleico procede de un segmentó o 
secuencia génica V, D y J humana. En algunos aspectos, la secuencia de ácido nucleico procede de un segmento V 
de la línea germinal humana, de un segmento D de la línea germinal humana y de un segmento J de la línea 
germinal humana. En algunos aspectos, el segmento VH humano corresponde a variantes observadas en la 20 
población humana. El segmento V humano es VH3-23 o una variante polimórfica del mismo. En algunos aspectos, la 
secuencia de ácido nucleico comprende un segmento D humano que no es autorreactivo (no inmunógeno) en el 
ratón o rata. En algunos aspectos, la secuencia de ácido nucleico comprende un segmento D humano que puede 
expresarse en una secuencia variable de cadena pesada de un linfocito B maduro de un ratón. En algunos aspectos, 
la secuencia de ácido nucleico comprende adicionalmente una secuencia génica de región constante de cadena 25 
pesada de un animal humano o no humano, seleccionada de un CH1, una bisagra, un CH2, un CH3 o una 
combinación de los mismos. En aspectos específicos, el ácido nucleico comprende una secuencia génica de región 
constante que comprende un CH1, una bisagra, un CH2 y un CH3. En diversos aspectos, la secuencia de ácido 
nucleico comprende un segmento génico J humano seleccionado del grupo que consiste en JH1, JH2, JH3, JH4, JH5, 
JH6, y una variante polimórfica de los mismos. La secuencia de nucleótidos de región variable de cadena pesada de 30 
inmunoglobulina humana reordenada codifica la secuencia de VH3-23/GY/JH4-4 (SEQ ID NO: 137) humana. En 
algunos aspectos, la secuencia de ácido nucleico codifica un dominio variable de cadena pesada reordenada que 
comprende la secuencia de VH3-23/X1X2/J humana (en la que X1 y X2 es cualquier aminoácido). En algunos 
aspectos, X1 es Gly y X2 es Tyr. En algunos aspectos, la secuencia de ácido nucleico codifica un dominio variable 
de cadena pesada reordenada que comprende la secuencia de VH3-23/X1X2/JH4-4 humana (en la que X1 y X2 es 35 
cualquier aminoácido). En algunos aspectos, X2 es un aminoácido que comprende un grupo fenilo. En aspectos 
específicos, X2 se selecciona de Tyr y Phe. En algunos aspectos, la secuencia de ácido nucleico comprende 
adicionalmente una secuencia génica de región constante de cadena ligera de un animal humano o no humano 
 
En otro aspecto, se describe una construcción de ácido nucleico que comprende una secuencia de nucleótidos de 40 
región 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 construcción de ácido 
nucleico se diseña de tal manera que la secuencia de nucleótidos de región variable de cadena pesada de 
inmunoglobulina humana reordenada está unida operativamente a una secuencia génica de región constante de 
cadena pesada de un animal humano o no humano. En algunos aspectos, la construcción de ácido nucleico 45 
contiene dos copias, tres copias, cuatro copias o más de la secuencia de nucleótidos de región variable de cadena 
pesada de inmunoglobulina humana reordenada unida operativamente a una secuencia génica de región constante 
de cadena pesada. En algunos aspectos, la construcción de ácido 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 deleción de los genes Adam6a/6b (véase, por ejemplo, el documento US 2012-0322108A1). 50 
En algunos aspectos, los genes Adam6a y Adam6b se colocan cadena arriba en dirección 5’ de la unidad 
transcripcional de la secuencia de cadena pesada universal. En algunos aspectos, el vector diana comprende un 
casete de selección flanqueado por sitios de recombinación. En algunos aspectos, el vector diana comprende uno o 
más sitios de recombinación específicos de sitio (por ejemplo un sitio loxP o FRT). 
 55 
En otro aspecto, se describen métodos para obtener una secuencia de aminoácidos de región variable de cadena 
ligera (VL) capaz de unirse a un antígeno independientemente de una secuencia de aminoácidos de región variable 
de cadena pesada, que comprende: (a) inmunizar a un ratón o a una rata modificado genéticamente como se 
describe en el presente documento (por ejemplo, un ratón o una rata modificado genéticamente que comprende una 
secuencia de ácido nucleico de región variable de cadena pesada humana reordenada en unión operativa con una 60 
secuencia de ácido nucleico de región constante de cadena pesada o ligera) con un antígeno de interés, en el que el 
ratón o la rata genera una respuesta inmunitaria contra el antígeno; y (b) obtener una secuencia de ácido nucleico 
de cadena ligera (VJ) reordenada de un dominio variable de cadena ligera que se une específicamente al antígeno 
de una célula (por ejemplo, un linfocito B maduro) del ratón o de la rata modificado genéticamente. En diversos 
aspectos, se describen las regiones variables de cadena ligera producidas por dichos métodos. 65 
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En algunos aspectos, se describen métodos para obtener una secuencia de ácido nucleico que codifique un dominio 
de región variable de cadena ligera (VL) de inmunoglobulina capaz de unirse a un antígeno independientemente de 
una región variable de cadena pesada, que comprende: (a) inmunizar a una rata o a un ratón con un antígeno de 
interés o con un inmunógeno del mismo, en el que la rata o el ratón comprende en su genoma (i) una secuencia de 
ácido nucleico de región variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada unida operativamente 5 
a una secuencia de ácido nucleico de región constante de cadena pesada, (b) permitir que el ratón o la rata genere 
una respuesta inmunitaria, (c) aislar del ratón o de la rata inmunizados, una célula que comprenda una secuencia de 
ácido nucleico que codifique un dominio variable de cadena ligera que pueda unirse al antígeno, y (d) obtener de la 
célula, una secuencia de ácido nucleico que codifique el dominio variable de cadena ligera (dominio VL) que pueda 
unirse al antígeno. En algunos aspectos, la secuencia génica de región constante de cadena pesada es una 10 
secuencia génica de región constante de cadena pesada de ratón o de rata. En algunos aspectos, la secuencia 
génica de región constante de cadena pesada es una secuencia génica de región 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 inmunógeno al ratón o la rata. En algunos aspectos, el ratón o la 
rata comprende, en su genoma, dos o más segmentos génicos de región variable de cadena ligera (VL y JL) de 15 
inmunoglobulina humana, pero menos que el número de segmentos de tipo silvestre. En algunos aspectos, los 
segmentos génicos de región variable de cadena ligera (VL y JL) de inmunoglobulina humana están unidos 
operativamente a una secuencia de ácido nucleico de región constante de cadena ligera. En algunos aspectos, la 
etapa de aislamiento (c) se realiza mediante separación de células activadas por fluorescencia (FACS) o citometría 
de flujo. En algunos aspectos, la célula que comprende la secuencia de ácido nucleico que codifica el dominio 20 
variable de cadena ligera que se une al antígeno es un linfocito. En algunos aspectos, el linfocito comprende 
linfocitos citolíticos 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. 
 25 
Por tanto, en diversos aspectos, se describen métodos para obtener una secuencia de ácido nucleico que codifique 
un dominio variable de cadena ligera (VL) de inmunoglobulina capaz de unirse a un antígeno independientemente de 
un dominio variable de cadena pesada, que comprenden: 
 

(a) inmunizar a un ratón o a una rata con un antígeno de interés o con un inmunógeno del mismo, en el que el 30 
ratón o la rata comprende en su genoma (i) una secuencia de ácido nucleico de región variable de cadena 
pesada de inmunoglobulina humana reordenada, unida operativamente a una secuencia de ácido nucleico de 
región constante de cadena pesada; y (ii) segmentos génicos de región variable de cadena ligera (VL y JL) de 
inmunoglobulina humana no reordenada unidos operativamente a una secuencia de ácido nucleico de región 
constante de cadena ligera; 35 
 
(b) permitir que el ratón o la rata genere una respuesta inmunitaria; 
 
(c) aislar del ratón o de la rata inmunizado una célula que comprenda una secuencia de ácido nucleico que 
codifique un dominio variable de cadena ligera que pueda unirse al antígeno; y 40 
 
(d) obtener de la célula una secuencia de ácido nucleico que codifique el dominio variable de cadena ligera 
(dominio VL) que pueda unirse al antígeno. 

 
En algunos aspectos, la etapa de aislamiento (c) se realiza mediante separación de células activadas por 45 
fluorescencia (FACS) o citometría de flujo. En algunos aspectos, la célula que comprende la secuencia de ácido 
nucleico que codifica el dominio variable de cadena ligera que se une al antígeno es un linfocito. En aspectos 
particulares, el linfocito comprende linfocitos citolíticos 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 ácido nucleico de 50 
(d) se fusiona con una secuencia de ácido nucleico que codifica una secuencia de ácido nucleico de región 
constante de inmunoglobulina. En algunos aspectos, la secuencia de ácido nucleico de región constante de cadena 
ligera es una secuencia kappa humana o una secuencia lambda humana. En algunos aspectos, la secuencia de 
ácido nucleico de región constante de cadena ligera es una secuencia kappa de ratón o una secuencia lambda de 
ratón. En algunos aspectos, la secuencia de ácido nucleico de región constante de cadena ligera es una secuencia 55 
kappa de rata o una secuencia lambda de rata. En algunos aspectos, la secuencia de ácido nucleico de región 
constante de cadena pesada es una secuencia humana seleccionada de un CH1, una bisagra, un CH2, un CH3 y 
una combinación de los mismos. En algunos aspectos, la secuencia de ácido nucleico de región constante de 
cadena pesada es una secuencia de ratón o de rata seleccionada de un CH1, una bisagra, un CH2, un CH3 y una 
combinación de los mismos. En algunos aspectos, la secuencia de ácido nucleico de (d) comprende una o más 60 
sustituciones o inserciones de codones de histidina que proceden del segmento génico VL no reordenado en el 
genoma del ratón o de la rata. 
 
En diversos aspectos, se describen métodos para obtener una secuencia de ácido nucleico que codifica un dominio 
variable de cadena ligera (VL) de inmunoglobulina capaz de unirse a un antígeno independientemente de un dominio 65 
variable de cadena pesada, que comprenden: 
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(a) inmunizar a un ratón o a una rata con un antígeno de interés o con un inmunógeno del mismo, en el que el 
ratón o la rata comprende en su genoma (i) una secuencia de ácido nucleico de región variable de cadena 
pesada de inmunoglobulina humana reordenada, unida operativamente a una secuencia de ácido nucleico de 
región constante de cadena ligera; y (ii) segmentos génicos de región variable de cadena ligera (VL y JL) de 
inmunoglobulina humana no reordenada, unidos operativamente a una secuencia de ácido nucleico de región 5 
constante de cadena pesada; 
 
(b) permitir que el ratón o la rata genere una respuesta inmunitaria; 
 
(c) aislar del ratón o de la rata inmunizado una célula que comprenda una secuencia de ácido nucleico que 10 
codifique un dominio variable de cadena ligera que pueda unirse al antígeno; y 
 
(d) obtener de la célula una secuencia de ácido nucleico que codifique el dominio variable de cadena ligera 
(dominio VL) que pueda unirse al antígeno. 

 15 
En algunos aspectos, la etapa de aislamiento (c) se realiza mediante separación de células activadas por 
fluorescencia (FACS) o citometría de flujo. En algunos aspectos, la célula que comprende la secuencia de ácido 
nucleico que codifica el dominio variable de cadena ligera que se une al antígeno es un linfocito. En aspectos 
particulares, el linfocito comprende linfocitos citolíticos 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 20 
particulares, la célula cancerosa es una célula de mieloma. En algunos aspectos, la secuencia de ácido nucleico de 
(d) se fusiona con una secuencia de ácido nucleico que codifica una secuencia de ácido nucleico de región 
constante de inmunoglobulina. En algunos aspectos, la secuencia de ácido nucleico de región constante de cadena 
ligera es una secuencia lambda humana o una secuencia kappa humana. En algunos aspectos, la secuencia de 
ácido nucleico de región constante de cadena ligera es una secuencia lambda de ratón o una secuencia kappa de 25 
ratón. En algunos aspectos, la secuencia de ácido nucleico de región constante de cadena ligera es una secuencia 
kappa de rata o una secuencia lambda de rata. En algunos aspectos, la secuencia de ácido nucleico de región 
constante de cadena pesada es una secuencia humana seleccionada de un CH1, una bisagra, un CH2, un CH3 y de 
una combinación de los mismos. En algunos aspectos, la secuencia de ácido nucleico de región constante de 
cadena pesada es una secuencia de rata o de ratón seleccionada de un CH1, una bisagra, un CH2, un CH3 y de una 30 
combinación de los mismos. En algunos aspectos, la secuencia de ácido nucleico de (d) comprende una o más 
sustituciones o inserciones de codones de histidina que proceden del segmento génico VL no reordenado en el 
genoma de la rata o ratón. 
 
En algunos aspectos, se describen métodos para obtener una secuencia de ácido nucleico que codifique un dominio 35 
variable de cadena ligera (VL) de inmunoglobulina capaz de unirse a un antígeno independientemente de un dominio 
variable de cadena pesada, que comprenden: 
 

(a) inmunizar a un ratón o a una rata con un antígeno de interés o con un inmunógeno del mismo, en el que el 
ratón o la rata comprende en su genoma (i) una secuencia de ácido nucleico de región variable de cadena 40 
pesada de inmunoglobulina humana reordenada, unida operativamente a una secuencia de ácido nucleico de 
región constante de cadena pesada; y (ii) dos o más segmentos génicos de región variable de cadena ligera (VL 
y JL) de inmunoglobulina humana, pero menos que el número de segmentos de tipo silvestre, unidos 
operativamente a una secuencia de ácido nucleico de región constante de cadena ligera; 
 45 
(b) permitir que el ratón o la rata genere una respuesta inmunitaria; 
 
(c) aislar del ratón o de la rata inmunizados, una célula que comprenda una secuencia de ácido nucleico que 
codifique un dominio variable de cadena ligera que pueda unirse al antígeno; y 
 50 
(d) obtener de la célula una secuencia de ácido nucleico que codifique el dominio variable de cadena ligera 
(dominio VL) que pueda unirse al antígeno. 
 

En algunos aspectos, la etapa de aislamiento (c) se realiza mediante separación de células activadas por 
fluorescencia (FACS) o citometría de flujo. En algunos aspectos, la célula que comprende la secuencia de ácido 55 
nucleico que codifica el dominio variable de cadena ligera que se une al antígeno es un linfocito. En aspectos 
particulares, el linfocito comprende linfocitos citolíticos 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 ácido nucleico de 
(d) se fusiona con una secuencia de ácido nucleico que codifica una secuencia de ácido nucleico de región 60 
constante de inmunoglobulina. En algunos aspectos, la secuencia de ácido nucleico de región constante de cadena 
ligera es una secuencia kappa humana o una secuencia lambda humana. En algunos aspectos, la secuencia de 
ácido nucleico de región constante de cadena ligera es una secuencia kappa de ratón o una secuencia lambda de 
ratón. En algunos aspectos, la secuencia de ácido nucleico de región constante de cadena ligera es una secuencia 
kappa de rata o una secuencia lambda de rata. En algunos aspectos, la secuencia de ácido nucleico de región 65 
constante de cadena pesada es una secuencia humana seleccionada de un CH1, una bisagra, un CH2, un CH3 y de 
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una combinación de los mismos. En algunos aspectos, la secuencia de ácido nucleico de región constante de 
cadena pesada es una secuencia de ratón o de rata seleccionada de un CH1, una bisagra, un CH2, un CH3 o de una 
combinación de los mismos. En algunos aspectos, la secuencia de ácido nucleico de (d) comprende una o más 
sustituciones o inserciones de codones de histidina que proceden del segmento génico VL no reordenado en el 
genoma del ratón o de la rata. 5 
 
En algunos aspectos, se describen métodos para obtener una secuencia de ácido nucleico que codifique un dominio 
variable de cadena ligera (VL) de inmunoglobulina capaz de unirse a un antígeno independientemente de un dominio 
variable de cadena pesada, que comprenden: 
 10 

(a) inmunizar a un ratón o a una rata, que contenga un locus de inmunoglobulina modificado genéticamente 
como se describe en el presente documento, con un antígeno de interés, en el que el ratón o la rata comprende 
en su genoma una secuencia de ácido nucleico de región variable de cadena pesada de inmunoglobulina 
humana reordenada, unida operativamente a una secuencia de ácido nucleico de región constante de cadena 
pesada; 15 
 
(b) permitir que el ratón o la rata genere una respuesta inmunitaria; 
 
(c) recoger, de la rata o del ratón inmunizado, un linfocito (por ejemplo, un linfocito B); 
 20 
(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 ácido nucleico que codifique un dominio variable de 
cadena ligera (dominio VL) que pueda unirse al antígeno. 
 25 

En otro aspecto, se describen métodos para obtener una secuencia de ácido nucleico que codifique una secuencia 
de ácido nucleico de dominio variable de cadena ligera (VL) de una inmunoglobulina de una cadena ligera de 
inmunoglobulina, capaz de unirse a un antígeno independientemente de una región variable de cadena pesada, que 
comprenden: 
 30 

(a) inmunizar a un ratón o a una rata, que contenga un locus de inmunoglobulina modificado genéticamente 
como se describe en el presente documento, con un antígeno de interés, en el que el ratón o la rata comprende 
en su genoma una secuencia de ácido nucleico de región variable de cadena pesada de inmunoglobulina 
humana reordenada unida operativamente a una secuencia de ácido nucleico de región constante de cadena 
pesada; 35 
 
(b) permitir que el ratón o la rata genere una respuesta inmunitaria; 
 
(c) identificar un linfocito (por ejemplo, un linfocito B) de la rata o del ratón inmunizado, que exprese una 
secuencia de aminoácidos de VL que se una al antígeno independientemente de una región variable de cadena 40 
pesada; y, 
 
(d) clonar una secuencia de ácido nucleico que codifique la secuencia de aminoácidos de VL de (c) del linfocito 
de (c). 

 45 
En otro aspecto, se describen métodos para obtener una secuencia de aminoácidos de región variable de cadena 
ligera (VL) de inmunoglobulina capaz de unirse a un antígeno independientemente de una región variable de cadena 
pesada, que comprenden: 
 

(a) inmunizar a un ratón o a una rata, que contenga un locus de inmunoglobulina modificado genéticamente 50 
como se describe en el presente documento, con un antígeno de interés, en el que el ratón o la rata comprende 
en su genoma (i) una primera secuencia de nucleótidos que codifique un dominio variable de cadena pesada 
reordenada (es decir, en el que la primera secuencia de nucleótidos es una secuencia de nucleótidos de región 
variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada), en la que la primera secuencia de 
nucleótidos está unida operativamente a una secuencia génica de región constante de cadena ligera; y (ii) una 55 
segunda secuencia de nucleótidos que codifique un dominio variable de cadena ligera humana o no humana (es 
decir, en la que la segunda secuencia de nucleótidos es una secuencia de nucleótidos variable de cadena ligera 
de inmunoglobulina humana no reordenada), en la que la segunda secuencia de nucleótidos está unida 
operativamente a una secuencia génica de región constante de cadena pesada; 
 60 
(b) permitir que el ratón o la rata genere una respuesta inmunitaria; 
 
(c) recoger, de la rata o del ratón inmunizado, un linfocito (por ejemplo, un linfocito B); 
 
(d) fusionar el linfocito con una célula de mieloma para formar una célula de hibridoma; y 65 
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e) obtener de la célula de hibridoma, una secuencia de ácido nucleico que codifique un dominio variable de 
cadena ligera (dominio VL) que pueda unirse al antígeno. 

 
En otro aspecto, se describen métodos para obtener una secuencia de ácido nucleico que codifique un dominio 
variable de cadena ligera (VL) de inmunoglobulina capaz de unirse a un antígeno independientemente de un dominio 5 
variable de cadena pesada, que comprenden: 
 

(a) inmunizar a un ratón o a una rata, que contenga un locus de inmunoglobulina modificado genéticamente 
como se describe en el presente documento, con un antígeno de interés, en el que el ratón o la rata comprende 
en su genoma (i) una primera secuencia de nucleótidos que codifique un dominio variable de cadena pesada 10 
reordenada (es decir, en la que la primera secuencia de nucleótidos es una secuencia de nucleótidos de región 
variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada), en la que la primera secuencia de 
nucleótidos está unida operativamente a una secuencia génica de región constante de cadena ligera; y (ii) una 
segunda secuencia de nucleótidos que codifique un dominio variable de cadena ligera humana o no humana (es 
decir, en el que la segunda secuencia de nucleótidos es una secuencia de nucleótidos variable de cadena ligera 15 
de inmunoglobulina humana no reordenada), en la que la segunda secuencia de nucleótidos está unida 
operativamente a una secuencia génica de región constante de cadena pesada; 

 
(b) permitir que el ratón o la rata genere una respuesta inmunitaria; 
 20 
(c) identificar un linfocito (por ejemplo, un linfocito B) de la rata o del ratón inmunizado, que exprese una 
secuencia de aminoácidos de VL que se una al antígeno independientemente de una región variable de cadena 
pesada; y, 
 
(d) clonar una secuencia de ácido nucleico que codifique la secuencia de aminoácidos de VL de (c) del linfocito 25 
de (c). 

 
En otro aspecto, se describen métodos para obtener una secuencia de aminoácidos de región variable de cadena 
ligera (VL) de inmunoglobulina capaz de unirse a un antígeno independientemente de una región variable de cadena 
pesada, que comprenden: 30 
 

(a) inmunizar a un ratón o a una rata, que contenga un locus de inmunoglobulina modificado genéticamente 
como se describe en el presente documento, con un antígeno de interés, en el que el ratón o la rata comprende 
en su genoma (i) una secuencia de ácido nucleico de región variable de cadena pesada de inmunoglobulina 
humana reordenada unida operativamente a una secuencia de ácido nucleico de región constante de cadena 35 
pesada; y (ii) dos o más segmentos génicos de región variable de cadena ligera (VL y JL) de inmunoglobulina 
humana, pero menos que el número de segmentos de tipo silvestre; 
 
(b) permitir que el ratón o la rata genere una respuesta inmunitaria; 
 40 
(c) recoger, de la rata o del ratón 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 ácido nucleico que codifique un dominio variable de 45 
cadena ligera (dominio VL) que pueda unirse al antígeno. 

 
En otro aspecto, se describen métodos para obtener una secuencia de ácido nucleico de región variable de cadena 
ligera (VL) de inmunoglobulina de una cadena ligera de inmunoglobulina capaz de unirse a un antígeno 
independientemente de una región variable de cadena pesada, que comprenden: 50 
 

(a) inmunizar a un ratón o a una rata, que contenga un locus de inmunoglobulina modificado genéticamente 
como se describe en el presente documento, con un antígeno de interés, en el que el ratón o la rata comprende 
en su genoma (i) una secuencia de ácido nucleico de región variable de cadena pesada de inmunoglobulina 
humana reordenada, unida operativamente a una secuencia de ácido nucleico de región constante de cadena 55 
pesada; y (ii) dos o más segmentos génicos de región variable de cadena ligera (VL y JL) de inmunoglobulina 
humana, pero menos que el número de segmentos de tipo silvestre; 
 
(b) permitir que el ratón o la rata genere una respuesta inmunitaria; 
 60 
(c) identificar un linfocito (por ejemplo, un linfocito B) de la rata o del ratón inmunizado que exprese una 
secuencia de aminoácidos VL que se una al antígeno independientemente de una región variable de cadena 
pesada; y, 
 
(d) clonar una secuencia de ácido nucleico que codifique la secuencia de aminoácidos de VL de (c) del linfocito 65 
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 específicamente 
al FcRn para mejorar la semivida de los anticuerpos multiespecíficos. Por ejemplo, un anticuerpo biespecífico que 
comprende un dominio variable de cadena pesada que se une a un antígeno y un dominio variable de cadena ligera 
que se une al FcRn. En algunos aspectos, los ratones modificados genéticamente como se describe en el presente 5 
documento, están 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 ratón modificado genéticamente, se utilizan 
como cadenas ligeras universales o comunes que ayudan al anticuerpo biespecífico 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 antígeno diferente de FcRn) se selecciona para realizar una 10 
segunda función. 
 
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 15 
secuencia de ácido nucleico que codifica dichas regiones variables de cadena ligera. 
 
En algunos aspectos, se describe un locus de inmunoglobulina en un genoma de línea germinal de una rata o un 
ratón que comprende (1) una secuencia de nucleótidos de región variable de cadena pesada de inmunoglobulina 
humana reordenada que está unida operativamente a una secuencia génica de región constante de cadena pesada, 20 
y (2) una secuencia de nucleótidos de región variable de cadena ligera de inmunoglobulina humana no reordenada 
que está unida operativamente a una secuencia génica de región constante de cadena ligera. En algunos aspectos, 
se describe un locus de inmunoglobulina en un genoma de línea germinal de una rata o un ratón que comprende (1) 
una secuencia de nucleótidos de región variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada que 
está unida operativamente a una secuencia génica de región constante de cadena ligera, y (2) una secuencia de 25 
nucleótidos de región variable de cadena ligera de inmunoglobulina humana no reordenada que está unida 
operativamente a una secuencia génica de región constante de cadena pesada. En algunos aspectos, se describe 
un locus de inmunoglobulina en un genoma de línea germinal de una rata o un ratón que comprende (1) una 
secuencia de nucleótidos de región variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada que está 
unida operativamente a una secuencia génica de región constante de cadena pesada, y (2) una secuencia de 30 
nucleótidos que codifica dos o más segmentos génicos de región variable de cadena ligera (VL y JL) de 
inmunoglobulina humana, pero menos que el número de segmentos de tipo silvestre. En algunos aspectos, la 
secuencia génica de región constante de cadena ligera es una secuencia génica de región constante de cadena 
ligera κ. En algunos aspectos, la secuencia génica de región constante de cadena ligera es una secuencia génica de 
región constante de cadena ligera λ. En algunos aspectos, la secuencia génica de región constante de cadena ligera 35 
es una secuencia génica de región constante de cadena ligera de rata o ratón. En algunos aspectos, la secuencia de 
nucleótidos de región variable de cadena ligera es una secuencia génica de región variable de cadena ligera κ. En 
algunos aspectos, la secuencia de nucleótidos de región variable de cadena ligera es una secuencia génica de 
región variable de cadena ligera λ. En algunos aspectos, la secuencia de nucleótidos de región variable de cadena 
ligera es una secuencia génica de región variable de cadena ligera de rata o ratón. 40 
 
Aspectos adicionales incluyen proteínas de unión a antígeno (por ejemplo, anticuerpos) creadas por los ratones y 
ratas modificados genéticamente descritos en el presente documento. Asimismo, también se describen proteínas de 
unión a antígeno (por ejemplo anticuerpos recombinantes) con secuencias de región variable de cadena ligera (VL) 
procedentes o producidas por (es decir expresadas a partir de los segmentos génicos de región variable de cadena 45 
ligera de inmunoglobulina humana no reordenada) por los ratones y ratas modificados genéticamente descritos en el 
presente documento. En algunos aspectos, las proteínas de unión a antígeno 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 unión de la cadena ligera con el antígeno, y/o la cadena pesada no se une al antígeno en ausencia 
de la cadena ligera. En algunos aspectos, el dominio variable de cadena ligera se une a un antígeno de interés con 50 
una KD que no es más de un orden de magnitud mayor en ausencia de cadena pesada que en presencia de la 
cadena pesada (por ejemplo, KD~ 10-10 en presencia de cadena pesada o KD~10-9 en ausencia de cadena pesada). 
En algunos aspectos, las proteínas de unión a antígeno como se describen en el presente documento, incluyen una 
cadena ligera de inmunoglobulina que puede unirse específicamente a un antígeno de interés con una afinidad (KD) 
menor de 10-6, 10-7, 10-8, 10-9 o 10-10. En algunos aspectos, la cadena ligera de inmunoglobulina producida por los 55 
métodos puede unirse específicamente a un antígeno de interés en ausencia de una región variable de cadena 
pesada con una afinidad (KD) menor de 10-6, 10-7, 10-8, 10-9 o 10-10. 
 
En diversos aspectos, los dominios variables de cadena ligera generados como se describe en el presente 
documento, se unen específicamente a una molécula diana (“D”). Una molécula diana es cualquier proteína, 60 
polipéptido u otra macromolécula cuya actividad o concentración extracelular se desee atenuar, reducir o eliminar. 
En muchos casos, la molécula diana a la cual se une una región variable de cadena ligera es una proteína o un 
polipéptido (es decir, una “proteína diana”); sin embargo, también se describen aspectos en los que la molécula 
diana (“D”) es un hidrato de carbono, una glucoproteína, un lípido, una lipoproteína, un lipopolisacárido u otro 
polímero no proteico o molécula a la cual se une la región variable de cadena ligera. En diversos aspectos, D puede 65 
ser una proteína diana expresada en la superficie celular o una proteína diana soluble. La unión a la diana por parte 
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de la molécula de unión a antígeno puede tener lugar en un contexto extracelular o en la superficie celular. Sin 
embargo, en determinados aspectos, la molécula de unión a antígeno se une a una molécula diana dentro de la 
célula, por ejemplo, dentro de un componente intracelular tal como el retículo endoplasmático, 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 iónicos y cualquier otro 5 
componente polipeptídico 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 unión a antígenos multiespecíficos 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.) así como dianas de superficie celular incluyendo otros receptores transmembrana de tipo 1 tales como PRLR, 10 
receptores acoplados a proteína G tales como GCGR, canales iónicos tales como Nav1.7, ASIC1 o ASIC2, proteínas 
de superficie no receptoras tales como MHC-I (por ejemplo, HLA-B*27), etc. En aspectos en los que D es una 
proteína diana expresada en la superficie celular, el componente D1 de la molécula de unión a antígeno 
multiespecífico puede ser, por ejemplo, un anticuerpo o fragmento de unión a antígeno de un anticuerpo que se une 
especialmente a D, o un ligando o parte de un ligando que interaccione específicamente con la proteína diana 15 
expresada en la superficie celular. Por ejemplo, si D es IL-4R, el componente D1 puede comprender o consistir en 
IL-4 o una parte de unión al receptor del mismo. Como ejemplos de moléculas diana solubles se incluyen citocinas, 
factores de crecimiento y otros ligandos y proteínas de señalización. Una proteína diana soluble ejemplar no 
limitante que puede dirigirse por las moléculas de unión a antígeno multiespecífico 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 20 
solubles también incluyen, por ejemplo, moléculas diana no humanas tales como alérgenos (por ejemplo, Fel D1, 
Betv1, CryJ1), patógenos (por ejemplo, Candida albicans, S. aureus, etc.), y moléculas patógenas (por ejemplo 
lipopolisacárido (LPS), ácido lipoteicoico (LTA), Proteína A, toxinas, etc.). En aspectos en los que D es una molécula 
diana soluble, el componente D1 de la molécula de unión a antígeno multiespecífico puede ser, por ejemplo, un 
anticuerpo o fragmento de unión a antígeno de un anticuerpo que se une específicamente a D, o un receptor o parte 25 
de un receptor que interacciona específicamente con la molécula diana soluble. Por ejemplo, si D es IL-4, el 
componente D1 puede comprender o consistir en IL-4R o una parte de unión al ligando del mismo. Las moléculas 
diana también incluyen antígenos asociados a tumor. 
 
En otro aspecto, las proteínas de unión a antígeno (por ejemplo, anticuerpos biespecíficos o triespecíficos) pueden 30 
prepararse utilizando dominios variables de cadena ligera específicos de antígeno procedentes de (es decir, con 
secuencias de región variable de cadena ligera humana (VL) generadas por) un ratón o una rata que comprenden un 
locus de inmunoglobulina con una secuencia de ácido nucleico de región variable de cadena pesada humana 
reordenada (es decir, un ratón o una rata que comprende una secuencia VDJ de cadena pesada reordenada, 
prediseñada). Dichas cadenas ligeras específicas de antígeno, quiméricas inversas (por ejemplo, variable 35 
humana/constante de ratón) pueden utilizarse para obtener secuencias de región variable de cadena ligera 
específicas de antígeno que pueden clonarse en fase en un vector de expresión con una secuencia de región 
constante de cadena ligera humana adecuada. Una región (o regiones) variable de cadena pesada humana 
específica de antígeno (específica para un epítopo diferente en el mismo o diferente antígeno que la cadena ligera 
específica de antígeno) de un animal que comprende un locus de inmunoglobulina con una secuencia de ácido 40 
nucleico de región variable de cadena pesada humana reordenada (es decir, un ratón que comprende una 
secuencia VDJ de cadena pesada reordenada, prediseñada), puede clonarse en fase en un vector de expresión que 
comprende una secuencia de región constante de cadena pesada humana, y las cadenas pesada y ligera humanas 
específicas de antígeno pueden coexpresarse en una célula adecuada para obtener una proteína de unión a 
antígeno (por ejemplo, un anticuerpo humano biespecífico o triespecífico). Como alternativa, una cadena pesada 45 
específica de antígeno previamente seleccionada, por ejemplo, una cadena pesada de un anticuerpo que 
comprende una cadena ligera procedente del mismo segmento génico de región variable que el utilizado en la 
secuencia de ácido nucleico de región variable de cadena pesada humana reordenada, puede clonarse en fase en 
un vector de expresión que comprende una secuencia de región constante de cadena pesada humana, y las 
cadenas ligera y pesada humanas específicas de antígeno pueden coexpresarse en una célula adecuada para 50 
obtener una proteína de unión a antígeno (por ejemplo, un anticuerpo humano biespecífico o triespecífico). En 
algunos aspectos, la secuencia de nucleótidos de región variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana 
reordenada está unida operativamente a una secuencia génica de región constante de cadena pesada no humana 
(por ejemplo, una secuencia kappa o lambda de rata o ratón). En algunos aspectos, la secuencia de nucleótidos de 
región variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada está unida operativamente a una 55 
secuencia génica de región constante de cadena ligera no humana (por ejemplo, una secuencia kappa o lambda de 
ratón o rata,). En algunos aspectos, las secuencias de región variable de cadena ligera (VL) humana son secuencias 
génicas kappa. 
 
En otro aspecto, se describe un método para crear una proteína de unión a antígeno multiespecífico que comprende: 60 
 

(a) inmunizar a un primer ratón o rata, que contenga un primer locus de inmunoglobulina modificado 
genéticamente como se describe en el presente documento, con un antígeno de interés, en el que el primer ratón 
o rata comprende en su genoma (i) una secuencia de nucleótidos de región variable de cadena pesada de 
inmunoglobulina humana reordenada unida operativamente a una secuencia de ácido nucleico de región 65 
constante de cadena pesada; 
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(b) permitir que el primer ratón o rata genere una respuesta inmunitaria; 
 
(c) recoger un primer linfocito (por ejemplo, un linfocito B) del primer ratón 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; 5 
 
(d) identificar una secuencia de ácido nucleico que codifique el dominio variable de cadena ligera humana de los 
anticuerpos madurados por afinidad; 
 
(e) clonar la secuencia de ácido nucleico de (d) en una primera construcción de expresión en fase con una 10 
secuencia de ácido nucleico de región constante humana adecuada (por ejemplo, una secuencia kappa o lambda 
humana) para formar un primer gen polipeptídico; 
 
(f) inmunizar a un segundo ratón o rata, que contenga un locus de inmunoglobulina modificado genéticamente 
como se describe en el presente documento, con un segundo antígeno de interés, en el que el segundo ratón o 15 
rata comprende en su genoma (i) segmentos génicos V, D y J humanos no reordenados unidos a una secuencia 
de ácido nucleico de región constante de cadena pesada no humana; y (ii) una sola secuencia de región variable 
de cadena ligera humana reordenada; 
 
(g) permitir que el segundo ratón o rata genere una respuesta inmunitaria; 20 
 
(h) recoger un segundo linfocito del segundo ratón 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; 
 25 
(i) identificar una secuencia de ácido nucleico que codifique un dominio variable de cadena pesada humana de 
los anticuerpos madurados por afinidad que se unen específicamente al segundo antígeno; 
 
(j) clonar la secuencia de ácido nucleico de (i) en una segunda construcción de expresión en fase con una 
secuencia de ácido nucleico de región constante humana adecuada (por ejemplo, una secuencia constante de 30 
IgG1 humana) para formar un segundo gen polipeptídico; y 
 
(k) introducir la primera construcción de expresión y la segunda construcción de expresión en una célula 
adecuada para expresar el primer gen polipeptídico y el segundo gen polipeptídico para formar una proteína de 
unión a antígeno que comprenda un dímero del segundo polipéptido, en el que cada monómero del segundo 35 
polipéptido está asociado a un monómero del primer polipéptido. 

 
En diversos aspectos, la primera construcción de expresión y la segunda construcción de expresión están en 
vectores distintos. En diversos aspectos, la primera construcción de expresión y la segunda construcción de 
expresión están en el mismo vector. En diversos aspectos, el primer antígeno y el segundo antígeno son diferentes. 40 
En un aspecto, el primer antígeno y el segundo antígeno son iguales. En diversos aspectos, el primer antígeno es un 
receptor de superficie celular y el segundo antígeno se selecciona de un antígeno soluble y de un antígeno unido a 
una superficie celular. En aspectos específicos, el primer antígeno es un receptor Fc (por ejemplo, un FcRn), el 
segundo antígeno es una proteína soluble y la proteína de unión a antígeno comprende una o más sustituciones e 
inserciones de histidina procedentes del segmento génico VL en el genoma del ratón o de la rata. 45 
 
En otro aspecto, se describe un método para crear una proteína de unión a antígeno multiespecífico que comprende: 
 

(a) inmunizar a un primer ratón o rata, que contenga un primer locus de inmunoglobulina modificado 
genéticamente como se describe en el presente documento, con un antígeno de interés, en el que el primer ratón 50 
o rata comprende en su genoma (i) una primera secuencia de nucleótidos que codifique un dominio variable de 
cadena pesada reordenada (es decir, en la que la primera secuencia de nucleótidos es una secuencia de 
nucleótidos de región variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada), en la que la primera 
secuencia de nucleótidos está unida operativamente a una secuencia génica de región constante de cadena 
ligera; y (ii) una segunda secuencia de nucleótidos que codifique un dominio variable de cadena ligera humana o 55 
no humana (es decir, en el que la segunda secuencia de nucleótidos es una secuencia de nucleótidos variable 
de cadena ligera de inmunoglobulina humana no reordenada), en la que la segunda secuencia de nucleótidos 
está opcionalmente unida a una secuencia génica de región constante de cadena pesada; 
 
(b) permitir que el primer ratón o rata genere una respuesta inmunitaria; 60 
 
(c) recoger un primer linfocito (por ejemplo, un linfocito B) del primer ratón 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; 
 65 
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(d) identificar una secuencia de ácido nucleico que codifique el dominio variable de cadena ligera humana de los 
anticuerpos madurados por afinidad; 
 
(e) clonar la secuencia de ácido nucleico de (d) en una primera construcción de expresión en fase con una 
secuencia de ácido nucleico de región constante humana adecuada (por ejemplo, una secuencia lambda o kappa 5 
humana) para formar un primer gen polipeptídico; 
 
(f) inmunizar a un segundo ratón o rata que contenga un locus de inmunoglobulina modificado genéticamente 
como se describe en el presente documento, con un segundo antígeno de interés, en el que el segundo ratón o 
rata comprende en su genoma (i) segmentos génicos V, D y J humanos no reordenados unidos a una secuencia 10 
de ácido nucleico de región constante de cadena pesada no humana y (ii) una sola secuencia de región variable 
de cadena ligera humana reordenada; 
 
(g) permitir que el segundo ratón o rata genere una respuesta inmunitaria; 
 15 
(h) recoger un segundo linfocito del segundo ratón 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 ácido nucleico que codifique un dominio variable de cadena pesada humana de 20 
los anticuerpos madurados por afinidad que se unen específicamente al segundo antígeno; 
 
(j) clonar la secuencia de ácido nucleico de (i) en una segunda construcción de expresión en fase con una 
secuencia de ácido nucleico de región constante humana adecuada (por ejemplo, una región constante IgG1 
humana) para formar un segundo gen polipeptídico; y 25 
 
(k) introducir la primera construcción de expresión y la segunda construcción de expresión en una célula 
adecuada para expresar el primer gen polipeptídico y el segundo gen polipeptídico para formar una proteína de 
unión a antígeno que comprenda un dímero del segundo polipéptido, en el que cada monómero del segundo 
polipéptido está asociado a un monómero del primer polipéptido. 30 

 
En diversos aspectos, la primera construcción de expresión y la segunda construcción de expresión están en 
vectores distintos. En diversos aspectos, la primera construcción de expresión y la segunda construcción de 
expresión están en el mismo vector. En algunos aspectos, el primer antígeno y el segundo antígeno son diferentes. 
En algunos aspectos, el primer antígeno y el segundo antígeno son iguales. En diversos aspectos, el primer 35 
antígeno es un receptor de superficie celular, y el segundo antígeno se selecciona de un antígeno soluble y un 
antígeno unido a una superficie celular. En aspectos específicos, el primer antígeno es un receptor Fc (por ejemplo, 
un FcRn), el segundo antígeno es una proteína soluble y la proteína de unión a antígeno comprende una o más 
sustituciones e inserciones de histidina procedentes del segmento génico VL en el genoma del ratón o de la rata. 
 40 
En otro aspecto, se describe un método para crear una proteína de unión a antígeno multiespecífico que comprende: 
 

(a) inmunizar a un primer ratón o rata, que contenga un primer locus de inmunoglobulina modificado 
genéticamente como se describe en el presente documento, con un antígeno de interés, en el que el primer ratón 
o rata comprende en su genoma (i) una secuencia de nucleótidos de región variable de cadena pesada de 45 
inmunoglobulina humana reordenada unida operativamente a una secuencia de ácido nucleico de región 
constante de cadena pesada y (ii) dos o más segmentos génicos de región variable de cadena ligera (VL y JL) de 
inmunoglobulina humana, pero menos que el número de segmentos de tipo silvestre; 
 
(b) permitir que el primer ratón o rata genere una respuesta inmunitaria; 50 
 
(c) recoger un primer linfocito (por ejemplo, un linfocito B) del primer ratón 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; 
 55 
(d) identificar una secuencia de ácido nucleico que codifique el dominio variable de cadena ligera humana de los 
anticuerpos madurados por afinidad; 
 
(e) clonar la secuencia de ácido nucleico de (d) en una primera construcción de expresión en fase con una 
secuencia de ácido nucleico de región constante humana adecuada (por ejemplo, una secuencia lambda o kappa 60 
humana) para formar un primer gen polipeptídico; 
 
(f) inmunizar a un segundo ratón o rata, que contenga un locus de inmunoglobulina modificado genéticamente 
como se describe en el presente documento, con un segundo antígeno de interés, en el que el segundo ratón o 
rata comprende en su genoma (i) segmentos génicos V, D y J humanos no reordenados unidos a una secuencia 65 
de ácido nucleico de región constante de cadena pesada no humana; y (ii) una sola secuencia de región variable 
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de cadena ligera humana reordenada, en la que la sola secuencia de región variable de cadena ligera humana 
reordenada procede del mismo segmento génico VL que el segmento génico VL que codifica el dominio variable 
de cadena ligera de la etapa (c); 
 
(g) permitir que el segundo ratón o rata genere una respuesta inmunitaria; 5 
 
(h) recoger un segundo linfocito del segundo ratón 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; 
 10 
(i) identificar una secuencia de ácido nucleico que codifique un dominio variable de cadena pesada humana de 
los anticuerpos madurados por afinidad que se una específicamente al segundo antígeno; 
 
(j) clonar la secuencia de ácido nucleico de (i) en una segunda construcción de expresión en fase con una 
secuencia de ácido nucleico de región constante humana adecuada (por ejemplo, una secuencia constante de 15 
IgG1 humana) para formar un segundo gen polipeptídico; y 
 
(k) introducir la primera construcción de expresión y la segunda construcción de expresión en una célula 
adecuada para expresar el primer gen polipeptídico y el segundo gen polipeptídico para formar una proteína de 
unión a antígeno que comprenda un dímero del segundo polipéptido, en el que cada monómero del segundo 20 
polipéptido está asociado a un monómero del primer polipéptido. 
 

En diversos aspectos, tanto la primera como la segunda construcción de expresión están en vectores distintos. En 
diversos aspectos, tanto la primera como la segunda construcción de expresión están en el mismo vector. En 
diversos aspectos, el primer y segundo antígeno son diferentes. En diversos aspectos, el primer y segundo antígeno 25 
son iguales. En diversos aspectos, el primer antígeno es un receptor de superficie celular, y el segundo antígeno se 
selecciona de un antígeno soluble y un antígeno unido a una superficie celular. En diversos aspectos, el primer 
antígeno es un receptor Fc (por ejemplo, un FcRn), el segundo antígeno es una proteína soluble, y la proteína de 
unión a antígeno comprende una o más sustituciones e inserciones de histidina procedentes del segmento génico 
VL en el genoma del ratón o la rata. 30 
 
En otro aspecto, se describe un método para la creación de una proteína de unión a antígeno multiespecífico que 
comprende: 
 

(a) inmunizar a un ratón o a una rata que contenga un locus de inmunoglobulina modificado genéticamente como 35 
se describe en el presente documento, con un primer antígeno, en el que el ratón o la rata comprende en su 
genoma: (i) una secuencia de nucleótidos de región variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana 
reordenada, unida operativamente a una secuencia de ácido nucleico de región constante de cadena pesada; y 
(ii) uno o más segmentos génicos VL y JL de inmunoglobulina humana; 
 40 
(b) permitir que el ratón o la rata genere una respuesta inmunitaria; 
 
(c) recoger un linfocito (por ejemplo, un linfocito B) del ratón 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 ratón; 45 
 
(d) identificar una primera secuencia de ácido nucleico que codifique el dominio variable de cadena ligera 
humana de los anticuerpos madurados por afinidad; 
 
(e) clonar la primera secuencia de ácido nucleico de (d) en un primer vector de expresión en fase con una 50 
secuencia de ácido nucleico de región constante de cadena ligera humana; 
 
(f) introducir en una célula hospedadora: (i) el primer vector de expresión que comprende la primera secuencia 
de ácido nucleico en fase con la secuencia de ácido nucleico de región constante de cadena ligera humana; y (ii) 
un segundo vector de expresión que comprende una segunda secuencia de ácido nucleico que codifica un 55 
primer dominio variable de cadena pesada específico de antígeno, fusionado a una región constante de cadena 
pesada humana; 
 
(g) cultivar la célula hospedadora para permitir la expresión de anticuerpos multiespecíficos; y 
 60 
(h) aislar los anticuerpos multiespecíficos, en el que los anticuerpos multiespecíficos comprenden el primer 
dominio variable de cadena pesada y de cadena ligera específico de antígeno, en el que el dominio variable de 
cadena pesada de los anticuerpos multiespecíficos presenta una especificidad de unión a antígeno distinta de la 
del dominio variable de cadena ligera. 

 65 
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En diversos aspectos, los anticuerpos multiespecíficos son anticuerpos biespecíficos. En algunos aspectos, los 
anticuerpos biespecíficos son anticuerpos triespecíficos, y la etapa (f) comprende adicionalmente la introducción de 
un tercer vector de expresión que comprende una tercera secuencia de ácido nucleico que codifica un segundo 
dominio variable de cadena pesada específico de antígeno, fusionado a la secuencia de región constante de cadena 
pesada humana. 5 
 
En otro aspecto, se describe un método para crear una proteína de unión a antígeno multiespecífico que comprende: 
 

(a) inmunizar a un ratón o una rata que contenga un locus de inmunoglobulina modificado genéticamente como 
se describe en el presente documento, con un primer antígeno, en el que el ratón o la rata comprende en su 10 
genoma: (i) un dominio variable de cadena pesada reordenada unida operativamente a un secuencia de ácido 
nucleico de región constante de cadena pesada; y (ii) uno o más segmentos génicos VL y JL de inmunoglobulina 
humana, pero menos que el número de segmentos de tipo silvestre; 
 
(b) permitir que el ratón o la rata genere una respuesta inmunitaria; 15 
 
(c) recoger un linfocito (por ejemplo, un linfocito B) del ratón 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 ratón; 
 20 
(d) identificar una primera secuencia de ácido nucleico que codifique el dominio variable de cadena ligera 
humana de los anticuerpos madurados por afinidad; 
 
(e) clonar la primera secuencia de ácido nucleico de (d) en un primer vector de expresión en fase con una 
secuencia de ácido nucleico de región constante de cadena ligera humana; 25 
 
(f) introducir en una célula hospedadora: (i) el primer vector de expresión que comprende la primera secuencia 
de ácido nucleico en fase con la secuencia de ácido nucleico de región constante de cadena ligera humana; y (ii) 
un segundo vector de expresión que comprende una segunda secuencia de ácido nucleico que codifica un 
primer dominio variable de cadena pesada específico de antígeno fusionado a una región constante de cadena 30 
pesada humana; 
 
(g) cultivar la célula hospedadora para permitir la expresión de anticuerpos multiespecíficos; y 
 
(h) aislar los anticuerpos multiespecíficos, en el que los anticuerpos multiespecíficos comprenden el primer 35 
dominio variable de cadena ligera y de cadena pesada específico de antígeno, en el que el dominio variable de 
cadena pesada de los anticuerpos multiespecíficos presenta una especificidad de unión a antígeno distinta de la 
del dominio variable de cadena ligera. 

 
En diversos aspectos, los anticuerpos multiespecíficos son anticuerpos biespecíficos. En algunos aspectos, los 40 
anticuerpos multiespecíficos son anticuerpos triespecíficos y la etapa (f) comprende adicionalmente la introducción 
de un tercer vector de expresión que comprende una tercera secuencia de ácido nucleico que codifica un segundo 
dominio variable de cadena pesada específico de antígeno fusionado a la secuencia de región constante de cadena 
pesada humana. 
 45 
En otro aspecto, se describen métodos para crear una proteína de unión a antígeno que comprende un dominio 
variable de cadena ligera de inmunoglobulina que puede unirse a un antígeno independientemente de un dominio 
variable de cadena pesada. Dichos métodos comprenden 
 

(a) inmunizar a un ratón o a una rata modificado genéticamente, con un primer antígeno que comprenda un 50 
primer epítopo o una parte inmunógena del mismo, en el que el ratón o la rata comprende en su genoma: 

 
(i) una secuencia de ácido nucleico de región variable de cadena pesada humana reordenada, unida 
operativamente a una secuencia de ácido nucleico de región constante de cadena pesada; y 
 55 
(ii) segmentos génicos de región variable de cadena ligera (VL y JL) de inmunoglobulina humana no 
reordenada unidos operativamente a una secuencia de ácido nucleico de región constante de cadena ligera 
de inmunoglobulina; 

 
(b) permitir que el ratón o la rata genere una respuesta inmunitaria contra el primer epítopo o parte inmunógena 60 
del mismo; 
 
(c) aislar del ratón o de la rata una célula que comprenda una secuencia de ácido nucleico que codifique un 
dominio variable de cadena ligera que se una específicamente al primer epítopo o parte inmunógena del mismo; 
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(d) obtener de la célula de (c) la secuencia de ácido nucleico que codifique el dominio variable de cadena ligera 
que se una específicamente al primer epítopo o parte inmunógena del mismo; 
 
(e) emplear la secuencia de ácido nucleico de (d) en una construcción de expresión, fusionada a una secuencia 
de ácido nucleico de región constante de inmunoglobulina humana; y 5 
 
(f) expresar la secuencia de ácido nucleico de (d) en una línea celular de producción que exprese una cadena 
pesada de inmunoglobulina humana que se una específicamente a un segundo antígeno o epítopo para formar 
una proteína de unión a antígeno cuya cadena ligera esté codificada por el ácido nucleico de (d) y que se una al 
primer epítopo o parte inmunógena del mismo, independientemente de la cadena pesada y cuya cadena pesada 10 
se una específicamente al segundo antígeno o epítopo. 

 
En algunos aspectos al menos uno de los segmentos génicos de cadena ligera VL o JL humana no reordenada 
codifica uno o más codones de histidina que no están codificados por un segmento génico variable de cadena ligera 
de la línea germinal humana correspondiente. En algunos aspectos, el primer epítopo procede de un receptor de 15 
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 antígeno o epítopo procede de un antígeno soluble. En 
algunos aspectos, el segundo antígeno o epítopo procede de un receptor de superficie celular. En algunos aspectos, 
el primer antígeno es un receptor Fc, el segundo antígeno es una proteína soluble y la proteína de unión a antígeno 
comprende una o más sustituciones o inserciones de histidina procedentes del segmento génico VL en el genoma 20 
del ratón o de la rata. 
 
En otro aspecto, se describen métodos para crear una proteína de unión a antígeno que comprenda un dominio 
variable de cadena ligera de inmunoglobulina que se pueda unir a un antígeno independientemente de un dominio 
variable de cadena pesada. Dicho método comprende 25 
 

(a) inmunizar a un ratón o a una rata modificado genéticamente, con un primer antígeno que comprenda un 
primer epítopo o parte inmunógena del mismo, en el que el ratón o la rata comprende en su genoma: 

 
(i) una secuencia de ácido nucleico de región variable de cadena pesada humana reordenada unida 30 
operativamente a una secuencia de ácido nucleico de región constante de cadena ligera; y 
 
(ii) segmentos génicos de región variable de cadena ligera (VL y JL) de inmunoglobulina humana no 
reordenada unidos operativamente a una secuencia de ácido nucleico de región constante de cadena pesada 
de inmunoglobulina; 35 

 
(b) permitir que el ratón o la rata genere una respuesta inmunitaria contra el primer epítopo o parte inmunógena 
del mismo; 
 
(c) aislar del ratón o de la rata una célula que comprenda una secuencia de ácido nucleico que codifique un 40 
dominio variable de cadena ligera que se una específicamente al primer epítopo o parte inmunógena del mismo; 
 
(d) obtener de la célula de (c) la secuencia de ácido nucleico que codifique el dominio variable de cadena ligera 
que se una específicamente al primer epítopo o parte inmunógena del mismo; 
 45 
(e) emplear la secuencia de ácido nucleico de (d) en una construcción de expresión, fusionada a una secuencia 
de ácido nucleico de región constante de inmunoglobulina humana; y 
 
(f) expresar la secuencia de ácido nucleico de (d) en una línea celular de producción que exprese una cadena 
pesada de inmunoglobulina humana que se una específicamente al segundo antígeno o epítopo para formar una 50 
proteína de unión a antígeno cuya cadena ligera esté codificada por el ácido nucleico de (d) y que se una al 
primer epítopo o parte inmunógena del mismo independientemente de la cadena pesada, y cuya cadena pesada 
se una específicamente al segundo antígeno o epítopo. 

 
En algunos aspectos al menos uno de los segmentos génicos de cadena ligera VL o JL humana no reordenada 55 
codifica uno o más codones de histidina que no están codificados por un segmento génico variable de cadena ligera 
de la línea germinal humana correspondiente. En algunos aspectos, el primer epítopo 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 antígeno o epítopo procede de un antígeno soluble. En 
algunos aspectos, el segundo antígeno o epítopo procede de un receptor de superficie celular. En algunos aspectos, 60 
el primer antígeno es un receptor Fc, el segundo antígeno es una proteína soluble, y la proteína de unión a antígeno 
comprende una o más sustituciones o inserciones de histidina procedentes del segmento génico VL en el genoma 
del ratón o de la rata. 
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En otro aspecto, se describen métodos para crear una proteína de unión a antígeno que comprende un dominio 
variable de cadena ligera de inmunoglobulina que pueda unirse a un antígeno independientemente de un dominio 
variable de cadena pesada. Dichos métodos comprenden 
 

(a) inmunizar a una rata o a un ratón modificado genéticamente, con un primer antígeno que comprende un 5 
primer epítopo o parte inmunógena del mismo, en el que el ratón o la rata comprende en su genoma: 

 
(i) una secuencia de ácido nucleico de región variable de cadena pesada humana reordenada unida 
operativamente a una secuencia de ácido nucleico de región constante de cadena pesada; y 
 10 
(ii) dos o más segmentos génicos de región variable de cadena ligera (VL y JL) de inmunoglobulina humana, 
pero menos que el número de segmentos de tipo silvestre, unidos operativamente a una secuencia de ácido 
nucleico de región constante de cadena ligera de inmunoglobulina; 

 
(b) permitir que el ratón o la rata genere una respuesta inmunitaria contra el primer epítopo o parte inmunógena 15 
del mismo; 
 
(c) aislar del ratón o de la rata una célula que comprenda una secuencia de ácido nucleico que codifique un 
dominio variable de cadena ligera que se una específicamente al primer epítopo o parte inmunógena del mismo; 
 20 
(d) obtener de la célula de (c) la secuencia de ácido nucleico que codifique el dominio variable de cadena ligera 
que se una específicamente al primer epítopo o parte inmunógena del mismo; 
 
(e) emplear secuencia de ácido nucleico de (d) en una construcción de expresión, fusionada a una secuencia de 
ácido nucleico de región constante de inmunoglobulina humana; y 25 
 
(f) expresar la secuencia de ácido nucleico de (d) en una línea celular de producción que exprese una cadena 
pesada de inmunoglobulina humana que se una específicamente a un segundo antígeno o epítopo para formar 
una proteína de unión a antígeno cuya cadena ligera esté codificada por el ácido nucleico de (d) y que se una al 
primer epítopo o parte inmunógena del mismo independientemente de la cadena pesada y cuya cadena pesada 30 
se una específicamente al segundo antígeno o epítopo. 

 
En algunos aspectos, al menos uno de los segmentos génicos de cadena ligera VL o JL humana, codifica uno o más 
codones de histidina que no están codificados por un segmento génico variable de cadena ligera de la línea germinal 
humana correspondiente. En algunos aspectos el primer epítopo procede de un receptor de superficie celular. En 35 
algunos aspectos, el receptor de superficie celular es un receptor Fc. En aspectos particulares, el receptor Fc es 
FcRn. En algunos aspectos, el segundo antígeno o epítopo procede de un antígeno soluble. En algunos aspectos, el 
antígeno soluble o epítopo procede de un receptor de superficie celular. En algunos aspectos, el primer antígeno es 
un receptor Fc, el segundo antígeno es una proteína soluble y la proteína de unión a antígeno comprende una o más 
sustituciones e inserciones de histidina procedentes del segmento génico VL en el genoma del ratón o de la rata. 40 
 
En otro aspecto, para facilitar la separación de las proteínas de unión a antígeno descritas en el presente 
documento, se modifica una de las cadenas pesadas para excluir un determinante de unión a la Proteína A, dando 
como resultado una afinidad de unión a la Proteína A diferencial de una proteína de unión homodimérica a partir de 
una proteína de unión heterodimérica. Las composiciones y métodos que abordan este tema se describen en la 45 
Patente de Estados Unidos n.º 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 proteína de unión a antígeno biespecífico puede explorarse para 
confirmar la conservación de su propiedad de unión a antígeno dependiente de pH. 
 50 
En diversos aspectos, en el presente documento se describe una célula pluripotente, células madre pluripotentes o 
totipotentes inducidas, procedentes de un ratón o una rata, que comprenden las diversas modificaciones genómicas. 
En algunos aspectos, la célula pluripotente o totipotente procede de un animal no humano. En algunos aspectos, el 
ratón o la rata es un ratón. En aspectos específicos, 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 55 
pesada de inmunoglobulina que comprende una secuencia de ácido nucleico de región variable de cadena pesada 
humana reordenada unida operativamente a una secuencia de ácido nucleico de región constante de cadena 
pesada; y (ii) un locus de cadena ligera de inmunoglobulina que comprende uno o más segmentos génicos variables 
de cadena ligera VL y JL de inmunoglobulina humana, pero menos que el número de segmentos de tipo silvestre, 
unidos operativamente a una secuencia de ácido nucleico de región constante de cadena ligera. En aspectos 60 
específicos, la célula pluripotente, células madre pluripotentes o totipotentes inducidas, son células madre 
embrionarias (ES) de ratón 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 núcleo que contiene una modificación genética como se describe 65 
en el presente documento, por ejemplo, una modificación introducida en una célula mediante inyección pronuclear. 
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En otro aspecto, se describe un hibridoma o cuadroma, procedente de una célula del ratón o de la rata como se 
describe en el presente documento. En algunos aspectos, el ratón o la rata es un ratón. 
 
En otro aspecto, se describe un linfocito aislado de una rata o un ratón 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 5 
locus genómico de inmunoglobulina que comprende una secuencia de nucleótidos de región variable de cadena 
pesada de inmunoglobulina humana reordenada, unida operativamente a una secuencia génica de región constante 
de cadena ligera o de cadena pesada de rata o de ratón. 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, está unido operativamente a un dominio constante de cadena ligera o de cadena pesada. 10 
 
En otro aspecto, se describe un embrión de una rata o ratón que comprende una célula cuyo genoma comprende: (i) 
un locus de cadena pesada de inmunoglobulina que comprende una secuencia de ácido nucleico de región variable 
de cadena pesada de inmunoglobulina reordenada, unida operativamente a una secuencia de ácido nucleico de 
región constante; y (ii) un locus de cadena ligera de inmunoglobulina que comprende dos o más segmentos génicos 15 
de región variable de cadena ligera de inmunoglobulina humana, pero menos que el número de segmentos de tipo 
silvestre, unidos operativamente a una secuencia de ácido nucleico de región constante de cadena ligera. 
 
En diversos aspectos, la rata o el ratón modificado genéticamente, expresa un repertorio de anticuerpos (por 
ejemplo, un repertorio de IgG) que procede de la secuencia de nucleótidos que codifica el dominio variable de 20 
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 población de anticuerpos que 
comprende una cadena ligera de inmunoglobulina que es capaz de unirse específicamente a un antígeno de interés 
con una afinidad (KD) menor que 10-6, 10-7, 10-8, 10-9 o 10-10. En algunos aspectos, la cadena ligera de 
inmunoglobulina expresada por el locus modificado genéticamente es capaz de unirse específicamente a un 25 
antígeno de interés en ausencia de una región variable de cadena pesada con una afinidad (KD) menor que 10-6, 10-
7, 10-8, 10-9 o 10-10. 
 
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 30 
cadena pesada comprende un gen Adam6a endógeno, un gen Adam6b, o ambos, y la modificación genética no 
afecta a la expresión y/o función del gen Adam6a endógeno, gen Adam6b o ambos. En algunos aspectos, el 
genoma de la rata o ratón modificado genéticamente comprende un gen Adam6a, un gen Adam6b, o ambos, 
localizado ectópicamente. En algunos aspectos, un gen Adam6a y/o Adam6b se coloca en el extremo 5’ cadena 
arriba de la unidad transcripcional de la secuencia de ácido nucleico de región variable de cadena pesada 35 
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 ácido nucleico de región variable de cadena pesada reordenada. 
 
En algunos aspectos, el locus de cadena pesada modificado genéticamente no comprende una secuencia de ácido 
nucleico de la Región de Control Intergénica 1 (IGCR1). En algunos aspectos, el locus de cadena pesada modificado 40 
genéticamente comprende una secuencia de IGCR1 cadena abajo de la secuencia de ácido nucleico de región 
variable de cadena pesada reordenada. En algunos aspectos, la secuencia de ácido nucleico de IGCR1 está 
presente entre la secuencia de ácido nucleico de región variable de cadena pesada reordenada y el segmento 
génico DH más próximo a V. 
 45 
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 o más segmentos génicos VL humanos, pero menos que el 
número de segmentos de tipo silvestre. En algunos aspectos, el ratón o la rata es un ratón; y el dominio variable de 
cadena ligera de inmunoglobulina se genera a partir de una reordenación de uno de dos segmentos génicos Vκ 50 
humanos y de uno de 1, 2, 3, 4 o 5 segmentos génicos Jκ humanos. En algunos aspectos, el ratón presenta una 
proporción de (a) linfocitos B en la médula ósea que expresan una inmunoglobulina que tiene una cadena ligera λ 
con respecto a (b) linfocitos B en la médula ósea que expresan una inmunoglobulina que tiene una cadena ligera κ, 
de aproximadamente 1 a aproximadamente 15. En algunos aspectos, la reordenación incluye un segmento génico 
Vκ1-39 humano. En algunos aspectos, la reordenación incluye un segmento génico Vκ3-20 humano. En algunos 55 
aspectos, los dos segmentos génicos Vκ humanos están en un locus Vκ de inmunoglobulina endógena, y, en 
algunos aspectos los dos segmentos génicos Vκ humanos reemplazan a todos o sustancialmente a todos los 
segmentos génicos Vκ de inmunoglobulina de ratón. En algunos aspectos, los dos segmentos génicos Vκ humanos 
están en un locus Vκ de inmunoglobulina endógena, y, en algunos aspectos, los dos segmentos génicos Vκ 
humanos reemplazan a todos o sustancialmente a todos los segmentos génicos Vκ y Jκ de inmunoglobulina de 60 
ratón. En algunos aspectos, los dos segmentos génicos Vκ humanos están unidos operativamente a dos o más (por 
ejemplo, 2 3, 4, 5) segmentos génicos Jκ humanos. En algunos otros aspectos, el dominio variable de cadena ligera 
del ratón se genera a través de una reordenación de un segmento génico Vκ1-39 humano o un segmento génico 
Vκ3-20 humano y uno de dos o más (por ejemplo, 2, 3, 4 o 5) segmentos génicos Jκ humanos. En algunos de dichos 
aspectos, la proporción de linfocitos B inmaduros en la médula ósea que expresan una inmunoglobulina tiene una 65 
cadena ligera λ con respecto a los linfocitos B inmaduros que expresan una inmunoglobulina que tiene una cadena 
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ligera κ, es de aproximadamente 1 a aproximadamente 13. En algunos otros aspectos, el dominio variable de 
cadena ligera del ratón se genera a través de una reordenación de un segmento génico Vκ1-39 humano o un 
segmento génico Vκ3-20 humano y uno de dos o más (por ejemplo, 2, 3, 4 o 5) segmentos génicos Jκ humanos y la 
proporción de linfocitos B maduros en la médula ósea que expresan una inmunoglobulina que tiene una cadena 
ligera λ con respecto a linfocitos B inmaduros que expresan una inmunoglobulina que tiene una cadena ligera κ, es 5 
de aproximadamente 1 a aproximadamente 7. 
 
En aspectos particulares, el dominio variable de cadena ligera de un ratón modificado genéticamente como se 
describe en el presente documento, se genera a través de una reordenación de un segmento génico Vκ1-39 humano 
o un segmento génico Vκ3-20 humano y uno de dos o más (por ejemplo 2, 3, 4 o 5) segmentos génicos Jκ humanos, 10 
y tiene una población de linfocitos pro B en la médula ósea en el intervalo de aproximadamente 2,5x104 a 
aproximadamente 1,5x105 linfocitos, inclusive, por ejemplo, de aproximadamente 2,5x104, 3,0x104, 3,5x104, 4,0x104, 
4,5x104, 5,0x104, 5,5x104, 6,0x104, 6,5x104, 7,0x104, 7,5x104, 8,0x104, 8,5x104, 9,0x104, 9,5x104, 1,0x105, o 1,5x105 

linfocitos; en algunos aspectos, una rata o un ratón (por ejemplo, un ratón) modificado, descrito en el presente 
documento, comprende una población de linfocitos pro B en la médula ósea de aproximadamente 2,88x104 células; 15 
en algunos aspectos, un ratón o una rata (por ejemplo, un ratón) modificado, descrito en el presente documento, 
comprende una población de linfocitos pro B en la médula ósea de aproximadamente 6,42x104 células; en algunos 
aspectos, un ratón o una rata (por ejemplo, un ratón) modificado descrito en el presente documento comprende una 
población de linfocitos pro B en la médula ósea de aproximadamente 9,16x104 células; en algunos aspectos, un 
ratón o una rata (por ejemplo, un ratón) modificado, descrito en el presente documento, comprende una población de 20 
linfocitos pro B en la médula ósea de aproximadamente 1,19x105 células. Los linfocitos pro B ejemplares en la 
médula ósea de ratas y ratones (por ejemplo, ratones) modificados genéticamente, como se describe en el presente 
documento, se caracterizan por la expresión de CD19, CD43, c-kit y/o una combinación de los mismos (por ejemplo, 
CD19+, CD43+, c-kit+). En algunos aspectos, una rata o ratón (por ejemplo, ratón), como se describe en el presente 
documento, expresa una cadena ligera generada a través de una reordenación de un segmento génico Vκ1-39 25 
humano o un segmento génico Vκ3-20 humano y uno de dos o más (por ejemplo 2 , 3, 4 o 5) segmentos génicos Jκ 
humanos, y tiene una población de linfocitos pre B en la médula ósea en el intervalo de aproximadamente 1x106 a 
aproximadamente 2x106 linfocitos, inclusive, por ejemplo, de aproximadamente 1,0x106, 1,1x106, 1,2x106, 1,3x106, 
1,4x106, 1,5x106, 1,6x106, 1,7x106, 1,8x106, 1,9x106, o 2,0x106 linfocitos; en algunos aspectos, una rata o un ratón 
(por ejemplo, un ratón) modificado, descrito en el presente documento, comprende una población de linfocitos pre B 30 
en la médula ósea de aproximadamente 1,25x106 células; en algunos aspectos, una rata o un ratón (por ejemplo, un 
ratón) modificado, descrito en el presente documento, comprende una población de linfocitos pre B en la médula 
ósea de aproximadamente 1,46x106 linfocitos; en algunos aspectos, una rata o un ratón (por ejemplo, un ratón) 
modificado, descrito en el presente documento, comprende una población de linfocitos pre B en la médula ósea de 
aproximadamente 1,64x106 linfocitos; en algunos aspectos, una rata o un ratón (por ejemplo, un ratón) modificado, 35 
descrito en el presente documento, comprende una población de linfocitos pre B en la médula ósea de 
aproximadamente 2,03x106 linfocitos. Los linfocitos pre B ejemplares en la médula ósea de las ratas y ratones (por 
ejemplo, ratones) modificados genéticamente, como se describe en el presente documento, se caracterizan por la 
expresión de CD19, CD43, c-kit y/o una combinación de los mismos (por ejemplo, CD19+, CD43-, c-kit-). 
 40 
En diversos aspectos, un ratón modificado genéticamente como se describe en el presente documento, expresa una 
cadena ligera generada a través de una reordenación de un segmento génico Vκ1-39 humano o un segmento génico 
Vκ3-20 humano y uno de dos o más (por ejemplo, 2, 3 , 4 o 5) segmentos génicos Jκ humanos, y tiene una 
población de linfocitos B inmaduros en la médula ósea en el intervalo de aproximadamente 5x105 a 
aproximadamente 7x105 linfocitos, inclusive, por ejemplo, de aproximadamente 5,0x105, 5,1x105, 5,2x105, 5,3x105, 45 
5,4x105, 5,5x105 5,6x105, 5,7x105, 5,8x105, 5,9x105, 6,0x105, 6,1x105, 6,2x105, 6,3x105, 6,4x105, 6,5x105, 6,6x105, 
6,7x105, 6,8x105, 6,9x105 o 7,0x105 linfocitos; en algunos aspectos, una rata o un ratón (por ejemplo, un ratón) 
modificado, descrito en el presente documento, comprende una población de linfocitos B inmaduros en la médula 
ósea de aproximadamente 5,33x105 linfocitos; en algunos aspectos, una rata o un ratón (por ejemplo, un ratón) 
modificado, descrito en el presente documento, comprende una población de linfocitos B inmaduros en la médula 50 
ósea de aproximadamente 5,80x105 linfocitos; en algunos aspectos, una rata o un ratón (por ejemplo, un ratón) 
modificado, descrito en el presente documento, comprende una población de linfocitos B inmaduros en la médula 
ósea de aproximadamente 5,92x105 linfocitos; en algunos aspectos, una rata o un ratón (por ejemplo, un ratón) 
modificado, descrito en el presente documento, comprende una población de linfocitos B inmaduros en la médula 
ósea de aproximadamente 6,67x105 linfocitos. Los linfocitos B inmaduros ejemplares en la médula ósea de una rata 55 
o un ratón (por ejemplo, ratones) modificado genéticamente como se describe en el presente documento, se 
caracterizan por la expresión de IgM, B220 y/o una combinación de los mismos (por ejemplo, IgM+, B220int). 
 
En diversos aspectos, un ratón modificado genéticamente como se describe en el presente documento, expresa una 
cadena ligera generada a través de una reordenación de un segmento génico Vκ1-39 humano o un segmento génico 60 
Vκ3-20 humano y uno de dos o más (por ejemplo, 2, 3 , 4 o 5) segmentos génicos Jκ humanos, y tiene una 
población de linfocitos B maduros en la médula ósea en el intervalo de aproximadamente 3x104 a aproximadamente 
1,5x105 linfocitos, inclusive, por ejemplo, de aproximadamente 3,0x104, 3,5x104, 4,0x104, 4,5x104, 5,0x104, 5,5x104, 
6,0x104, 6,5x104, 7,0x104, 7,5x104, 8,0x104, 8,5x104, 9,0x104, 9,5x104, 1,0x105 o 1,5x105 linfocitos; en algunos 
aspectos, una rata o un ratón (por ejemplo, un ratón) modificado, descrito en el presente documento, comprende una 65 
población de linfocitos B maduros en la médula ósea de aproximadamente 3,11x104 linfocitos; en algunos aspectos, 
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una rata o un ratón (por ejemplo, un ratón) modificado, descrito en el presente documento, comprende una población 
de linfocitos B maduros en la médula ósea de aproximadamente 1,09x105 linfocitos; en algunos aspectos, una rata o 
un ratón (por ejemplo, un ratón) modificado, descrito en el presente documento, comprende una población de 
linfocitos B maduros en la médula ósea de aproximadamente 1,16x105 células; en algunos aspectos, una rata o un 
ratón (por ejemplo, un ratón) modificado, descrito en el presente documento, comprende una población de linfocitos 5 
B maduros en la médula ósea de aproximadamente 1,44x105 linfocitos. Los linfocitos B maduros ejemplares en la 
médula ósea de ratas o ratones (por ejemplo, ratones) modificados genéticamente, como se describe en el presente 
documento, se caracterizan por la expresión de IgM, B220 y/o una combinación de los mismos (por ejemplo, IgM+, 
B220hi). 
 10 
En diversos aspectos, una rata o un ratón (por ejemplo, ratón) modificado genéticamente como se describe en el 
presente documento, expresa una cadena ligera generada a través de una reordenación de un segmento génico 
Vκ1-39 humano o un segmento génico Vκ3-20 humano y uno de dos o más (por ejemplo, 2, 3, 4 o 5) segmentos 
génicos Jκ humanos y tiene una población total de linfocitos B en la médula ósea en el intervalo de 
aproximadamente 1x106 a aproximadamente 3x106 linfocitos, inclusive, por ejemplo, de aproximadamente 1,0x106, 15 
1,1x106, 1,2x106, 1,3x106, 1,4x106, 1,5x106, 1,6x106, 1,7x106, 1,8x106, 1,9x106, 2,0x106, 2,1x106, 2,2x106, 2,3x106, 
2,4x106, 2,5x106, 2,6x106, 2,7x106, 2,8x106, 2,9x106 o 2,0x106 linfocitos; en algunos aspectos, una rata o ratón (por 
ejemplo, un ratón) modificado, descrito en el presente documento, comprende una población total de linfocitos B en 
la médula ósea de aproximadamente 1,59x106 linfocitos; en algunos aspectos, una rata o un ratón (por ejemplo, 
ratón) modificado, descrito en el presente documento, comprende una población total de linfocitos B en la médula 20 
ósea de aproximadamente 1,75x106 linfocitos; en algunos aspectos, una rata o un ratón (por ejemplo, ratón) 
modificado, descrito en el presente documento, comprende una población total de linfocitos B en la médula ósea de 
aproximadamente 2,13x106 linfocitos; en algunos aspectos, una rata o un ratón (por ejemplo, ratón) modificado, 
descrito en el presente documento, comprende una población total de linfocitos B en la médula ósea de 
aproximadamente 2,55x106 linfocitos. El total de linfocitos B ejemplares en la médula ósea de ratas y ratones (por 25 
ejemplo, ratones) modificados genéticamente, como se describe en el presente documento, se caracteriza por la 
expresión de CD19, CD20 y/o una combinación de los mismos (por ejemplo, CD19+) 
 
En diversos aspectos, una rata o un ratón (por ejemplo, un ratón) modificado genéticamente como se describe en el 
presente documento, comprende un locus de cadena ligera κ de inmunoglobulina que comprende dos segmentos 30 
génicos Vκ de inmunoglobulina humana no reordenada y dos o más (por ejemplo, 2, 3, 4 , o 5) segmentos génicos 
Jκ humanos no reordenados, en el que el ratón o la rata (por ejemplo, ratón) comprende una población 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 ratón (por ejemplo, un ratón) que comprende un complemento de 
tipo silvestre de segmentos génicos V y J de cadena ligera κ de inmunoglobulina. Las poblaciones de linfocitos B 35 
transicionales (por ejemplo, T1, T2 y T3) ejemplares en el bazo de un ratón o una rata (por ejemplo, un ratón) 
modificado genéticamente como se describe en el presente documento, se caracterizan por la expresión de IgM, 
CD23, CD93, B220 y/o una combinación de los mismos. 
 
En diversos aspectos, una rata o un ratón (por ejemplo, un ratón) modificado genéticamente como se describe en el 40 
presente documento, comprende una población de linfocitos B T1 en el bazo (por ejemplo, CD93+, B220+, IgMhi, 
CD23-) en el intervalo de aproximadamente 2x106 a aproximadamente 7x106 linfocitos, inclusive, por ejemplo de 
aproximadamente 2,0x106, 2,5x106, 3,0x106, 3,5x106, 4,0x106, 4,5x106, 5,0x106, 5,5x106, 6,0x106, 6,5x106 o 7,0x106 
linfocitos; en algunos aspectos, una rata o un ratón (por ejemplo, un ratón), como se describe en el presente 
documento, comprende una población de linfocitos B T1 en el bazo de aproximadamente 2,16x106 linfocitos; en 45 
algunos aspectos, una rata o un ratón (por ejemplo, un ratón) modificado, como se describe en el presente 
documento, comprende una población de linfocitos B T1 en el bazo de aproximadamente 3,63x106 linfocitos; en 
algunos aspectos, una rata o un ratón (por ejemplo, un ratón) modificado, como se describe en el presente 
documento, comprende una población de linfocitos B T1 en el bazo de aproximadamente 3,91x106; en algunos 
aspectos, una rata o un ratón (por ejemplo, un ratón) modificado, como se describe en el presente documento, 50 
comprende una población de linfocitos B T1 en el bazo de aproximadamente 6,83x106 linfocitos. 
 
En diversos aspectos, una rata o un ratón (por ejemplo, un ratón) modificado genéticamente como se describe en el 
presente documento, comprende una población de linfocitos B T2 en el bazo (por ejemplo, CD93+, B220+, IgMhi, 
CD23+) en el intervalo de aproximadamente 1 x 106 a aproximadamente 7x106 linfocitos, inclusive, por ejemplo, de 55 
aproximadamente 1,0x106, 1,5x106, 2,0x106, 2,5x106, 3,0x106, 3,5x106, 4,0x106, 4,5x106, 5,0x106, 5,5x106, 6,0x106, 
6,5x106 o 7,0x106 linfocitos; en algunos aspectos, una rata o un ratón (por ejemplo, un ratón) modificado, descrito en 
el presente documento, comprende una población de linfocitos B T2 en el bazo de aproximadamente 1,30x106 
linfocitos; en algunos aspectos, una rata o un ratón (por ejemplo, un ratón) modificado, descrito en el presente 
documento, comprende una población de linfocitos B T2 en el bazo de aproximadamente 2,46x106 linfocitos; en 60 
algunos aspectos, una rata o un ratón (por ejemplo, un ratón) modificado, descrito en el presente documento 
comprende una población de linfocitos B T2 en el bazo de aproximadamente 3,24x106; en algunos aspectos, una 
rata o un ratón (por ejemplo, un ratón) modificado, descrito en el presente documento, comprende una población de 
linfocitos B T2 en el bazo de aproximadamente 6,52x106 linfocitos. 
 65 
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En diversos aspectos, una rata o un ratón (por ejemplo, un ratón) modificado genéticamente como se describe en el 
presente documento, comprende una población de linfocitos B T3 en el bazo (por ejemplo, CD93+, B220+, IgMlo, 
CD23+) en el intervalo de aproximadamente 1x106 a aproximadamente 4x106 linfocitos, inclusive, por ejemplo, de 
aproximadamente 1,0x106, 1,5x106, 2,0x106, 2,5x106, 3,0x106, 3,5x106 o 4,0x106 linfocitos; en algunos aspectos, una 
rata o un ratón (por ejemplo, un ratón) modificado, descrito en el presente documento, comprende una población de 5 
linfocitos B T3 en el bazo de aproximadamente 1,08x106 linfocitos; en algunos aspectos, una rata o un ratón (por 
ejemplo, un ratón) modificado, descrito en el presente documento comprende una población de linfocitos B T3 en el 
bazo de aproximadamente 1,35x106 linfocitos; en algunos aspectos, una rata o un ratón (por ejemplo, un ratón) 
modificado, descrito en el presente documento, comprende una población de linfocitos B T3 en el bazo de 
aproximadamente 3,37x106; en algunos aspectos, una rata o un ratón (por ejemplo, un ratón) modificado, descrito en 10 
el presente documento, comprende una población de linfocitos B T1 en el bazo de aproximadamente 3,63x106 
linfocitos. 
 
Los linfocitos B de la zona marginal, son linfocitos B maduros no circulantes que se segregan anatómicamente en la 
zona marginal (ZM) del bazo. En los roedores, los linfocitos B de la ZM son sésiles y residen en la pulpa blanca 15 
externa del bazo, entre el seno marginal y la pulpa roja. Esta región contiene múltiples subtipos de macrófagos, 
células dendríticas 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 años en seres humanos. En esta región, los linfocitos B de la ZM expresan 
típicamente altos niveles de sIgM, CD21, CD1, CD9 con niveles de bajos a insignificantes de sIgD, CD23, CD5 y 
CD11 b que ayudan a distinguirlos fenotípicamente de los linfocitos B foliculares (FO) y los linfocitos B B1. Similares 20 
a los linfocitos B B1, los linfocitos B ZM pueden acumularse rápidamente en las respuestas inmunoadaptativas 
tempranas de una manera independiente de linfocitos T. Los linfocitos B ZM están específicamente bien 
posicionados como una primera línea de defensa contra antígenos transmitidos por la enfermedades sistémicas en 
sangre que entran en la circulación 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 específicos de 25 
lípidos. Los linfocitos B ZM también presentan un umbral de activación más bajo que sus linfocitos B FO homólogos 
con una propensidad ponderada para la diferenciación celular plasmática que contribuye adicionalmente a la 
respuesta de anticuerpos primaria acelerada. 
 
En diversos aspectos, una rata o un ratón (por ejemplo, un ratón) modificado genéticamente como se describe en el 30 
presente documento, que comprende una secuencia de nucleótidos de región variable de cadena pesada de 
inmunoglobulina humana reordenada (por ejemplo, VH3-23/D/JH4), 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 ratón (por ejemplo, ratón) modificado genéticamente, 
comprenden una secuencia de nucleótidos de región variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana 35 
reordenada que está aumentada en un 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 % o más, con respecto a los roedores de tipo 
silvestre (por ejemplo, ratones de tipo silvestre). 
 
En diversos aspectos, una rata o un ratón (por ejemplo, ratón) modificado genéticamente como se describe en el 
presente documento, comprende un locus de cadena ligera κ de inmunoglobulina que comprende dos segmentos 40 
génicos Vκ de inmunoglobulina humana no reordenada y 1, 2, 3, 4 o 5 segmentos génicos Jκ de inmunoglobulina 
humana no reordenada, y en el que el ratón o la rata (por ejemplo, ratón) comprende una población 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 ratón o la rata (por ejemplo, ratón) que comprende un 
complemento de tipo silvestre de segmentos génicos Vκ y Jκ de inmunoglobulina. Las poblaciones de linfocitos B de 45 
la zona marginal en el bazo de una rata o un ratón (por ejemplo, ratón) modificado genéticamente como se describe 
en el presente documento, se caracterizan por la expresión de IgM, CD21/35, CD23, CD93, B220 y/o una 
combinación de los mismos. 
 
En diversos aspectos, una rata o un ratón (por ejemplo, ratón) modificado genéticamente como se describe en el 50 
presente documento, comprende una población de linfocitos B de la zona marginal en el bazo (por ejemplo, CD93-, 
B220+, IgMhi, CD21/35hi, CD23-) en el intervalo de aproximadamente 1x106 a aproximadamente 3x106 linfocitos, 
inclusive, por ejemplo, aproximadamente 1,0x106, 1,5x106, 2,0x106, 2,5x106 o 3,0x106 linfocitos; en algunos 
aspectos, una rata o un ratón (por ejemplo, un ratón) modificado, descrito en el presente documento, comprende una 
población de linfocitos B de la zona marginal en el bazo de aproximadamente 1,47x106 linfocitos; en algunos 55 
aspectos, una rata o un ratón (por ejemplo, un ratón) modificado, descrito en el presente documento, comprende una 
población de linfocitos B de la zona marginal en el bazo de aproximadamente 1,49x106 linfocitos; en algunos 
aspectos, una rata o un ratón (por ejemplo, un ratón) modificado, descrito en el presente documento, comprende una 
población de linfocitos B de la zona marginal en el bazo de aproximadamente 2,26x106 linfocitos; en algunos 
aspectos, una rata o un ratón (por ejemplo, un ratón) modificado, descrito en el presente documento, comprende una 60 
población de linfocitos B de la zona marginal en el bazo de aproximadamente 2,33x106 linfocitos. 
 
En diversos aspectos, se describe un ratón o una rata (por ejemplo, ratón) modificado genéticamente, en el que el 
ratón o la rata (por ejemplo, ratón) comprende un locus de cadena ligera κ de inmunoglobulina que comprende dos 
segmentos génicos Vκ de inmunoglobulina humana no reordenada y 1, 2, 3, 4 o 5 segmentos génicos Jκ de 65 
inmunoglobulina humana no reordenada y en el que el ratón o la rata (por ejemplo, ratón) comprende una población 
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de linfocitos B esplénicos periféricos que comprende una o más poblaciones de linfocitos B foliculares (por ejemplo, 
FO-I y FO-II) que son aproximadamente iguales a las de una rata o un ratón (por ejemplo, un ratón) que comprende 
un complemento de tipo silvestre de segmentos génicos Vκ y Jκ de inmunoglobulina. Las poblaciones de linfocitos B 
foliculares ejemplares (por ejemplo, FO-I y FO-II) en el bazo de una rata o un ratón (por ejemplo, ratón) modificado 
genéticamente como se describe en el presente documento, se caracterizan por la expresión de IgM, IgD, CD21/35, 5 
CD93, B220 y/o una combinación de los mismos. 
 
En diversos aspectos, una rata o un ratón (por ejemplo, ratón) modificado genéticamente como se describe en el 
presente documento, comprende una población de linfocitos B folicular de tipo 1 en el bazo (por ejemplo, CD93-, 
B220+, Cod21/35int, IgMlo, IgDhi) en el intervalo de aproximadamente 3x106 a aproximadamente 1,5x107 linfocitos, 10 
inclusive, por ejemplo, de aproximadamente 3,0x106, 3,5x106, 4,0x106, 4,5x106, 5,0x106, 5,5x106, 6,0x106, 6,5x106, 
7,0x106, 7,5x106, 8,0x106, 8,5x106, 9,0x106, 9,5x106, 1,0x107 o 1,5x107 linfocitos; en algunos aspectos, una rata o un 
ratón (por ejemplo, ratón) modificado, como se describe en el presente documento, comprende una población de 
linfocitos B folicular de tipo 1 en el bazo de aproximadamente 3,57x106 linfocitos; en algunos aspectos, una rata o un 
ratón (por ejemplo, ratón) modificado, como se describe en el presente documento, comprende una población de 15 
linfocitos B folicular de tipo 1 en el bazo de aproximadamente 6,31x106 linfocitos; en algunos aspectos, una rata o un 
ratón (por ejemplo, ratón) modificado como se describe en el presente documento, comprende una población de 
linfocitos B folicular de tipo 1 en el bazo de aproximadamente 9,42x106 linfocitos; en algunos aspectos, una rata o un 
ratón (por ejemplo, ratón) modificado como se describe en el presente documento, comprende una población de 
linfocitos B folicular de tipo 1 en el bazo de aproximadamente 1,14x107 linfocitos. 20 
 
En diversos aspectos, una rata o un ratón (por ejemplo, ratón) modificado genéticamente como se describe en el 
presente documento, comprende una población de linfocitos B folicular de tipo 2 en el bazo (por ejemplo, CD93-, 
B220+, CD21/35int, IgMint, IgDhi) en el intervalo de aproximadamente 1x106 a aproximadamente 2x106 linfocitos, 
inclusive, por ejemplo, 1,0x106, 1,25x106, 1,5x106, 1,75x106 o 2,0x106 linfocitos; en algunos aspectos, una rata o un 25 
ratón (por ejemplo, un ratón) modificado descrito en el presente documento comprende una población de linfocitos B 
folicular de tipo 2 en el bazo de aproximadamente 1,14x106 linfocitos; en algunos aspectos, una rata o un ratón (por 
ejemplo, un ratón) modificado descrito en el presente documento, comprende una población de linfocitos B folicular 
de tipo 2 en el bazo de aproximadamente 1,45x106 linfocitos; en algunos aspectos, una rata o un ratón (por ejemplo, 
un ratón) modificado descrito en el presente documento, comprende una población de linfocitos B folicular de tipo 2 30 
en el bazo de aproximadamente 1,80x106; en algunos aspectos, una rata o un ratón (por ejemplo, un ratón) 
modificado descrito en el presente documento, comprende una población de linfocitos B folicular de tipo 2 en el bazo 
de aproximadamente 2,06x106 linfocitos 
 
Las aptitudes de los ratones y ratas modificados genéticamente descritos en el presente documento, para aplicar 35 
presión selectiva a los genes o polinucleótidos 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 más modificaciones genéticas de un locus de cadena 
ligera y/o la inserción de secuencias de nucleótidos que codifican dominios variables de cadena ligera en un locus 40 
de cadena pesada. Esto puede realizarse, por ejemplo, apareando (es decir, cruzando o entrecruzando animales 
con una sola modificación) los ratones y las ratas descritos en el presente documento (restringido a un dominio 
variable de cadena pesada común o universal) con ratones y ratas que comprenden modificaciones genéticas en 
uno o más 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 más modificaciones de 45 
cadena ligera también pueden generarse por reemplazo génico dirigido de locus múltiples, simultánea o 
secuencialmente (por ejemplo, mediante recombinación secuencial en células madre embrionarias). Ni el tipo ni el 
método de modificación en los locus de cadena ligera limitan los aspectos descritos en el presente documento a 
menos que se indique específicamente. En cambio, la presión selectiva facilitada por los aspectos descritos en el 
presente documento, puede aplicarse prácticamente a cualquier secuencia polinucleotídica capaz de expresarse y 50 
de funcionar como una secuencia de unión a antígeno de cadena ligera, dirigiendo por lo tanto la evolución 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 55 
reordenada, pueden comprender adicionalmente (por ejemplo, mediante cruzamiento o estrategias múltiples de 
direccionamiento génico) una o más 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 ratón modificado genéticamente, que comprende una 
secuencia de ácido nucleico de región variable de cadena pesada reordenada en un locus de cadena ligera (es 60 
decir, una secuencia génica de dominio variable de cadena pesada reordenada unida operativamente a una 
secuencia génica de región constante de cadena ligera κ humana o no humana), se cruza con un ratón modificado 
genéticamente que comprende un locus de cadena pesada de inmunoglobulina que comprende segmentos génicos 
de región variable de cadena ligera humana (por ejemplo, 40 genes Vκ humanos y todos los genes Jκ humanos 
insertados en un locus de cadena pesada de ratón; véase, por ejemplo, la publicación previa a la concesión de 65 
patente de Estados Unidos 2012/0096572). En aspectos específicos, un ratón modificado genéticamente que 
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comprende una secuencia de ácido nucleico de región 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 región constante de cadena ligera κ humana o no humana) se cruza con 
un ratón modificado genéticamente que comprende un locus de cadena pesada de inmunoglobulina que comprende 
uno o más (por ejemplo, dos) segmentos génicos de región variable de cadena ligera humana, pero menos que el 5 
número 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 genómica, facilitando de este modo la 
identificación de secuencias VJ kappa que se unen a dianas específicas, que después pueden reformatearse de 
nuevo a una cadena ligera y emparejarse con una diversidad de cadenas pesadas para producir anticuerpos bi o tri 
específicos. 10 
 
Ejemplos 
 
Los siguientes ejemplos se proponen para proporcionar a los expertos habituales en la técnica una completa 
divulgación y descripción de cómo crear y utilizar los ratones y las ratas que se describen en el presente documento, 15 
y no pretenden limitar el alcance de lo que los inventores consideran como su invención ni tampoco pretenden 
representar que los siguientes experimentos sean todos o los únicos experimentos realizados. Se han hecho 
esfuerzos para garantizar la precisión con respecto a los números 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 20 
centígrados y la presión es la atmosférica o casi la atmosférica. 
 
Ejemplo 1. Clonación y análisis de expresión de secuencias de cadena pesada universal candidatas 
 
Estudios previos han demostrado que hVH3-23 es un segmento génico de cadena pesada variable humana 25 
termoestable y es también uno de los segmentos variables más utilizados habitualmente en el repertorio humano. 
Por tanto, los segmentos génicos humanos VH3-23, D4-4 (fase de lectura 2 o 3) y JH4 (o JH6) se seleccionaron para 
diseñar una secuencia variable de cadena pesada reordenada (en lo sucesivo en el presente documento “Cadena 
Pesada Universal” o “UHC, Universal Heavy Chain”). 
 30 
Resumiendo, las siguientes cuatro secuencias de VDJ reordenadas candidatas, se sintetizaron de novo (mediante 
IDT) y se clonaron en vectores de expresión de CMV (por ejemplo, pRG1301 o pRG1368): (1) hVH3-23(DH4-
4_RF2)JH4 (SEQ ID NO: 148); (2) hVH3-23(DH4-4_RF2)JH6 (SEQ ID NO: 146); (3) hVH3-23(DH4-4_RF3)JH4 (SEQ 
ID NO: 147); (4) hVH3-23(DH4-4_RF3)JH6 (SEQ ID NO: 145). Todas estas construcciones se diseñaron de una 
manera que los genes UHC sintetizados puede ligarse en los vectores pRG1301 (hIgG1) o pRG1368 (mIgG1) 35 
después de digestión con Xho I/Sap I. Para los análisis de expresión, los cuatro genes UHC (1-4) en pIDTSMART se 
subclonaron en los sitios Xho I/Sap I del vector pRG 1301 (hIgG1) o pRG1368 (mIgG1), y cada construcción de 
expresión se transfectó por separado en células CHO. Después de la transfección, las cuatro secuencias de VDJ 
candidatas se expresaron a un nivel suficiente y los péptidos expresados pudieron emparejarse con diferentes 
cadenas ligeras κ y λ. 40 
 
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 
generó de los anticuerpos producidos por ratones humanizados VELOCIMMUNE®, se investigó para anticuerpos 
que contenían una secuencia de aminoácidos que es similar a hVH3-23 (D4-4) JH4 (Fig. 5). Más específicamente, 45 
los criterios que se utilizaron para identificar anticuerpos no reactivos incluían la secuencia de aminoácidos de 
DYSNY (SEQ ID NO: 144) o secuencias similares a DYSNY (SEQ ID NO: 144). Sin embargo, estudios de expresión 
en células CHO, revelaron que las secuencias UHC que contenían DYSNY (SEQ ID NO: 144) no se expresaban 
bien en células de mamífero. Por lo tanto, otra secuencia que carecía de D pero que tenía 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 adición de D 50 
o N o de adiciones N y P; e YFDY es JH4) se seleccionó en su lugar y su expresión se ensayó en células CHO. La 
secuencia UHC modificada se expresó a un nivel suficiente en células CHO. Estos resultados sugieren que, para la 
correcta expresión de la secuencia VDJ reordenada en células de mamífero, 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 aminoácido (es decir, un espaciador). 55 
 
Además, los niveles de expresión del péptido AKGYYFDY, procedente de la secuencia VDJ reordenada (VH3-
23/GY/JH4; HIH2002B) en células CHO, se compararon con los del péptido procedente de VH3-23/DH4-4 (fase de 
lectura 2)/JH4 (SEQ ID NO: 148), con respecto a la expresión con cinco cadenas κ humanas, tres cadenas λ 
humanas y otras secuencias VDJ reordenadas (es decir, VH3-20 y VH1-39). La secuencia VDJ reordenada 60 
seleccionada (VH3-23/GY/JH4) mostró niveles de expresión equivalentes a los de los controles. 
 
Basándose en estos datos, para la creación de un ratón modificado genéticamente, la secuencia VH3-23/GY/JH4 
(SEQ ID NO: 137; HIH2002B) se seleccionó como una secuencia de dominio variable de cadena pesada 
reordenada. En las Figs. 1-9 se ilustran estrategias de direccionamiento detalladas para la generación de un ratón 65 
que contiene un locus de inmunoglobulina modificado genéticamente que codifica un dominio variable de cadena 
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pesada reordenada (es decir, un ratón que comprende un locus de inmunoglobulina que comprende una región 
variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada) y se describen más adelante. 
 
Ejemplo 2. Construcción de locus de cadena pesada de inmunoglobulina que contienen una secuencia VDJ 
reordenada 5 
 
La construcción de locus de cadena pesada de inmunoglobulina que contienen una secuencia VDJ humana 
reordenada se realizó mediante series de reacciones de recombinación homóloga en células bacterianas (BHR) 
utilizando ADN de Cromosoma Artificial Bacteriano (BAC, Bacterial Artificial Chromosome). Para la creación de un 
ratón modificado genéticamente que expresase el dominio variable de cadena pesada reordenada, se generaron 10 
diversas construcciones diana utilizando tecnología de ingeniería genética VELOCIGENE® (véase, por ejemplo, la 
Patente de Estados Unidos n.º 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 nucleótidos de región variable de cadena pesada de inmunoglobulina 15 
humana reordenada (es decir, hVH3-23(D)JH4; SEQ ID NO: 136) en un ratón modificado genéticamente en el que 
todos o sustancialmente todos los segmentos génicos V, D, J de cadena pesada de inmunoglobulina funcional 
endógena se habían delecionado, se diseñaron vectores diana. Además, los vectores diana incluían una región 
genómica que comprendía los genes Adam6a y Adam6b para evitar problemas de fertilidad asociados con la 
deleción de la región genómica que comprende los genes Adam6a/6b en los ratones (véase, por ejemplo, el 20 
documento US 2012-03221 08A1). 
 
Inicialmente, se construyó un donante BHR para la modificación de un clon BAC de ratón que comprendía una 
secuencia líder (que conduce la cadena pesada a través del retículo endoplasmático), una secuencia de nucleótidos 
de región variable de cadena pesada reordenada (VH3-23(DH)JH4; SEQ ID NO : 136) y un intrón de hJH4 (SEQ ID 25 
NO: 140) que están unidos operativamente a un promotor VH3-23 de 2239 pb (SEQ ID NO: 139). Adicionalmente, el 
locus genómico se flanqueó en 5’ y 3’ mediante cajas de homología de IgH de ratón para la recombinación 
homóloga con el clon MAAC1115 BAC (Fig. 1) 
 
Además, para crear una construcción diana que contuviese una secuencia de nucleótidos de región variable de 30 
cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada, se realizaron las cinco modificaciones siguientes. 
 
En primer lugar, se introdujo un casete de selección de espectinomicina cadena arriba del promotor VH3-23 (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-CeuI/AscI para el 35 
ligamiento; (2) un promotor hVH3-23 de 2239 pb (SEQ ID NO: 139); (3) una secuencia de nucleótidos hVH3-
23(D)JH4 reordenada (SEQ ID NO: 136); (4) un intrón hJH4 (SEQ ID NO: 140); y (5) cajas de homología de ratón 
para BHR (MAID 1115). 
 
En segundo lugar, un casete de selección de higromicina (EM7-HIG) se dirigió al extremo 5’ de la región genómica 40 
del clon MAID 1115 BAC, que contiene un casete de neomicina flanqueado por sitios loxP (Pgk-Neo) cadena arriba 
de la región genómica IgM. La inserción del casete de higromicina delecionó el sitio loxO localizado en el extremo 5’ 
del clon MAID 1115. Mediante selección con higromicina/kanamicina, se seleccionaron células bacterianas que 
contenían el clon BAC modificado genéticamente (VI432) (Fig. 2, 2. BHR (Hig+Kan)). 
 45 
En tercer lugar, el mini locus UHC que se construyó en la Etapa 1, se direccionó cadena arriba del locus de IgM del 
clon VI432 BAC. La introducción del minilocus UHC reemplazó el casete de selección de neomicina floxeado con un 
nuevo casete de espectinomicina (VI443). Las células bacterianas que contenían los clones BAC modificados 
genéticamente (VI443) se seleccionaron mediante selección con espectinomicina e higromicina (Fig. 2; 3. BHR 
(Spec + Hig)). 50 
 
En cuarto lugar, el clon VI421 BAC, que comprendía, de 5’ a 3’, (1) un gen Adam6a (presente en una dirección 3’ a 
5’); (2) un casete de neomicina (presente en una dirección 3’ a 5’) flanqueado por sitios FRT; (3) un gen Adam6b 
(presente en una dirección 3’ a 5’); (4) la Región 1 de Control Intergénica (IGCR1; es decir, una región reguladora 
clave de recombinación V(D)J); y (5) un casete de espectinomicina (presente en una dirección 5’ a 3’), se direccionó 55 
con la construcción pDBa0049, que contenía un casete de cloranfenicol (Cm); un sitio de restricción AscI cadena 
arriba del gen de cloranfenicol y brazos de homología 5’ y 3’. El direccionamiento de la construcción pDBa0049 
eliminó la IGCR1 y el casete de espectinomicina del clon VI421, y en el gen Adam6b cadena abajo se introdujo un 
nuevo sitio de restricción AscI y un casete de cloranfenicol. Las células bacterianas que contenían el clon 
direccionado satisfactoriamente (VI444) se seleccionaron mediante selección con cloranfenicol y kanamicina (Fig. 3; 60 
4. BHR (Cm+Kan)). 
 
En quinto lugar, la región genómica del clon VI444 BAC que contenía los genes Adam6a y/o 6b se introdujo cadena 
arriba en el locus genómico de la cadena pesada universal en el clon VI443 BAC entre los sitios I-CeuI y AscI 
mediante digestión con enzimas de restricción y ligamiento (Fig. 3). Esta modificación introduce los genes Adam6a 65 
y/o 6b en el clon y reemplaza el casete de espectinomicina con un casete de neomicina, dando lugar a una 
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construcción diana final (MAID6031; VI445). Las células bacterianas (BHR) que contenían la construcción diana final 
(MAID 6031; VI445) se seleccionaron basándose en selección con higromicina y kanamicina (Fig. 3, ligamiento 5. I-
Ceul/Ascl (Hig+Kan)). 
 
La construcción diana final (MAID6031), para la creación de un locus genómico que contiene una secuencia de 5 
dominio variable de cadena pesada humana reordenada, contiene, de 5’ a 3’, (1) un brazo de homología en 5’ que 
contiene aproximadamente 20000 pb de una secuencia genómica de ratón, cadena arriba del locus de la cadena 
pesada de Ig endógena; (2) un gen Adam6a; (3) un sitio FRT en 5’; (4) un casete de neomicina; (5) un sitio FRT en 
3’, (6) un gen Adam6b; (7) el promotor hVH3-23 de 2239 pb (SEQ ID NO: 139); (8) una secuencia de nucleótidos de 
cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada (hVH3-23(D)JH4; SEQ ID NO: 136); (9) un intrón hJH4 10 
(SEQ ID NO: 140); y (10) un brazo de homología en 3’ que contiene aproximadamente 7400 pb de una secuencia 
genómica de ratón cadena abajo de los segmentos génicos JH del ratón. 
 
La construcción diana final, ADN MAID6031 BAC, se linealizó y se sometió a electroporación en células ES aisladas 
del ratón heterocigoto 1661 (Fig. 4), que contenía locus genómicos VDJ de cadena pesada de Ig de tipo silvestre y 15 
un locus genómicos VDJ mutados en el que todos los genes VH, D, JH se habían delecionado. Las células ES de 
ratón direccionadas satisfactoriamente se exploraron utilizando las sondas y los cebadores expuestos en las 
Figuras 6-8. Las células ES de ratón direccionadas satisfactoriamente se introdujeron en embriones de ratón 
hospedador utilizando tecnología VELOCIMOUSE® para producir un ratón F0 heterocigoto modificado 
genéticamente. Para generar ratones (MAID 6032 het) sin el casete de selección (es decir, FRT-Ub-Neo-FRT), las 20 
células ES direccionadas satisfactoriamente se sometieron a electroporación con un plásmido que expresa Flp 
recombinasa antes de su introducción en los embriones de ratón hospedador. Como alternativa, ratones macho 
heterocigotos MAID6031 que llevaban el casete de selección se cruzaron con  ratones hembra que expresaban Flp 
recombinasa para eliminar el casete. Los ratones heterocigotos portadores de la modificación se cruzaron entre sí 
para generar homocigotos (MAID 6032 HO) que tienen la capacidad de crear cadenas pesadas de inmunoglobulina 25 
solo a partir del locus modificado genéticamente. 
 
Ejemplo 3. Caracterización de ratones modificados genéticamente que expresan un dominio variable de 
cadena pesada reordenada 
 30 
Todos los ratones se instalaron en jaulas y se reprodujeron en Regeneron Pharmaceuticals, en condiciones 
específicas libres de patógenos. 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 F0 
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 ósea de los animales. Adicionalmente, se sacrificaron cuatro ratones de control de la misma camada de 35 
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 ósea de los animales. La 
sangre se recogió en tubos BD microtainer con EDTA (Cat n.º 365973). La médula ósea se extrajo de los fémures 
lavando abundantemente con medio RPMI completo (medio RPMI complementado con suero bovino fetal, piruvato 
sódico, Hepes, 2-mercaptoetanol, aminoácidos no esenciales y gentamicina). Las preparaciones de eritrocitos de 40 
sangre periférica, bazo y médula ósea se lisaron con tampón de lisis ACK y se lavaron con medio RPMI completo. 
 
Citometría de flujo 
 
Para examinar la capacidad de los ratones F0 heterocigotos modificados genéticamente (MAID 6032 HET) descritos 45 
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/JH4 reordenado), se realizó un análisis de separación de células 
activadas por fluorescencia (FACS) utilizando células sanguíneas, de bazo, y de médula ósea aislada de un ratón de 
tipo silvestre o heterocigoto 6032. 
 50 
En resumen, durante 10 minutos 1x106 células se incubaron en hielo con anticuerpos anti-CD16/CD32 de ratón 
(2.4G2, BD), seguido de marcaje con el siguiente cóctel de anticuerpos durante 30 minutos en hielo: anti IgMa de 
ratón 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 teñidas 
se lavaron y se fijaron en formaldehído al 2 %. La adquisición de los datos se realizó en el citómetro de flujo 55 
LSRFortessa de BD y se analizaron con FlowJo. Las células de médula ósea, bazo y sanguíneas aisladas de un 
ratón de tipo silvestre o heterocigoto F0 6032 se seleccionaron en singletes y se separaron basándose en la 
expresión de CD19 (un marcador de linfocitos B) o la expresión de CD3 (un marcador de linfocitos T). Además, los 
linfocitos B seleccionados CD19+- se separaron basándose en la presencia de anticuerpos de IgMb (anticuerpos de 
IgM producidos a partir de un alelo de tipo silvestre (alelo B6)) o anticuerpos de IgMa (anticuerpos producidos a partir 60 
de un alelo modificado genéticamente (alelo 129) que comprende una secuencia de nucleótidos de región variable 
de cadena pesada reordenada (hVH3-23(D)JH4;). El análisis FACS (Fig. 11-12) sugirió que los ratones 
heterocigotos, con respecto al alelo direccionado (es decir que contenía una copia de la secuencia variable de 
cadena pesada reordenada; MAID 6032 het), podían producir anticuerpos de IgM principalmente procedentes del 
alelo 129 (IgMa) modificado genéticamente. 65 
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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 VH3-23/D/JH4 reordenada), se realizó el análisis de separación de células 
activadas por fluorescencia (FACS) como se ha descrito anteriormente, utilizando células de bazo y médula ósea 
aisladas de un ratón de tipo silvestre u homocigoto 6032. 5 
 
Únicamente los linfocitos B maduros pueden entrar en los folículos linfoides del bazo y ganglios linfáticos 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 ósea. La selección 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 10 
B maduros. Los linfocitos B transicionales de tipo 1 (T1) son inmigrantes recientes de la médula ósea. Estos se 
desarrollan en los linfocitos B transicionales de tipo 2 (T2), que son cíclicos y se encuentran exclusivamente en los 
folículos 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. 
 15 
El análisis FACS (Figs. 13A y 13B) sugirió 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 disminución 
en las secuencias lambda con respecto al tipo silvestre (Figs, 13C y 13D). Además en el bazo, los ratones MAID 
6032HO demostraron una ligera disminución en los linfocitos B de la población T1 y un aumento en los linfocitos B 20 
de la zona marginal (Fig. 13E). 
 
En la médula ósea, 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). 
 25 
Estudios de inmunización 
 
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 contenía 2,35 μg de un antígeno X, 10 μg de oligonucleótido 
CpG (ODN) 1826, InvivoGen, cat n.º tlrl-1826) y 25 μg de adyuvante de gel fosfato de aluminio (Brenntag cat n.º 30 
7784-30-7). Los ratones recibieron un refuerzo seis veces con la misma dosificación. Los días 15 y 24 posteriores a 
la primera inmunización, se extrajo sangre de ratones anestesiados utilizando un sangrado retroorbital en tubos 
separadores con suero BD (BD, cat. n.º 365956), y el suero se recogió siguiendo las instrucciones del fabricante. 
 
Para medir los niveles de los anticuerpos de IgG específicos de antígeno y explorar con contraste la etiqueta mmh 35 
(myc-myc-his), se revistieron placas de ELISA (Nunc) con 1 μg/ml de un antígeno X incubado durante una noche a 4 
grados C. El exceso de antígeno se eliminó 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.º 1030-05, Southern Biotech) conjugado con peroxidasa de rábano 
picante (HRP, horseradihs peroxidase) durante 1 hora a TA. Después del lavado, las placas se revelaron con 40 
sustrato TMB (cat n.º 555214, BD). Las reacciones se detuvieron con ácido sulfúrico 1 N y la D.O. se leyó a 450 nm, 
utilizando un Lector Victor X5 de Perkin Elmer. Los datos se analizaron con el programa GraphPad Prism para 
calcular la dilución 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. 
 45 
Como se muestra en la Fig. 15, los ratones F0 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 nucleótidos VH3-
23/D/JH4 reordenada), pudieron producir anticuerpos anti IgG específicos a niveles comparables a los producidos 
por los ratones de tipo silvestre los Días 15 y 24 posteriores a la primera inmunización. 
 50 
Ejemplo 3. Generación y análisis de ratones que comprenden dos segmentos V de cadena ligera humana 
 
Ejemplo 3.1: construcción del vector diana para la generación de ratones que comprenden dos segmentos V de 
cadena ligera humana 
 55 
Se construyeron (Fig. 20) dos locus de cadena ligera modificada por ingeniería genética, que contenían dos 
segmentos génicos Vκ humanos (por ejemplo, un segmento génico Vκ1-39 humano y otro Vκ3-20 humano; es decir, 
una doble cadena ligera (“DLC”)). Un locus de cadena ligera modificado por ingeniería genética contenía dos 
segmentos génicos Vκ humanos y cinco segmentos génicos Jκ humanos en una configuración no reordenada (DLC-
5J). El segundo locus de cadena ligera modificado por ingeniería genética contenía dos segmentos génicos Vκ 60 
humanos y un segmento génico Jκ humano en configuración no reordenada (DLC-1J). Para cada uno de los dos 
locus de cadena ligera adicional modificados por ingeniería genética, los segmentos génicos humanos se 
flanquearon en 3’ con secuencias señal de recombinación para permitir la reordenación in vivo de los segmentos 
génicos humanos en linfocitos B. 
 65 
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Modificación por ingeniería genética y Generación de Ratones DLC-1J. En la Fig. 21 se representan las etapas de 
modificación por ingeniería genética que dieron como resultado la generación de un locus de cadena ligera que 
comprendía dos segmentos génicos Vκ humanos (Vκ1-39 y Vκ3-20) y un segmento génico Jκ humano (Jκ5), 
denominado de otra manera DLC-1J. Específicamente, las secuencias Vκ1-39 y Vκ3-20 humanas se amplificaron 
por PCR a partir de moldes BAC (Invitrogen), y conjuntamente con una secuencia amplificada que contenía una 5 
secuencia señal recombinante (rss, siglas de recombination signal sequence) y un segmento Jκ5 humano, se 
clonaron mediante un ligamiento de cuatro vías en un plásmido que contenía un casete de selección de UB-
higromicina (Fig. 21A). Los brazos 5’ y 3’ se conectaron como se representa en las Figs. 21B y 21C. 
 
La construcción diana resultante se representa en la FIG. 21C (diagrama inferior; DLC-1 J), con secuencias señal de 10 
recombinación (RSS) en óvalos blancos. El clon de ADN BAC modificado del locus de cadena ligera DLC-1J 
modificado por ingeniería genética unido operativamente a secuencias de ratón (es decir, secuencias cadena arriba 
y cadena abajo del locus de cadena ligera κ de inmunoglobulina endógena) se confirmó por PCR, utilizando 
cebadores localizados en las secuencias dentro del locus de cadena ligera modificado por ingeniería genética, que 
contenía los dos segmentos génicos Vκ humanos, seguido de electroporación en células ES que comprendían la 15 
deleción del locus variable Igκ de ratón (que comprende los segmentos génicos de unión y variable κ) (Fig. 21D) 
para crear un ratón que exprese cualquiera de los dos segmentos génicos Vκ humanos. Los clones positivos de 
células ES que contenían el locus de cadena ligera DLC-1J modificado por ingeniería genética, se confirmaron 
mediante exploración Taqman™ y cariotipado utilizando sondas específicas para el locus de cadena ligera DLC-1J 
modificado por ingeniería genética. En la siguiente Tabla 8 se representan las secuencias de los cebadores y 20 
sondas utilizados para la exploración 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 exploración de células ES 

Nombre de 
la Sonda 

Ensayo/tipo 
de sonda 

Localización 
detectada 

Secuencia de la Sonda Cebador Directo Cebador Inverso 

1633h2 GOA/ 
TAQMAN™ 

Vκ1-39 

  
 

1635h2 GOA/ 
TAQMAN™ 

Vκ3-20 

 
  

Neo GOA neo 

 
 

 

Jxn 1-39/3-
20 

GOA/BHQ1 1-39/3-20 
unión BamHI 
 

 
sitio de restricción en 
negrita)  

 

 25 
Después, se utilizaron clones confirmados de células ES para implantar en ratones hembra para producir una 
camada de crías que comprendían 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 Cκ de ratón. Las secuencias de las sondas y cebadores utilizados 
para el genotipado de las crías se indican en la Tabla 8 anterior. La secuencia completa del locus DLC-1J 
modificado por ingeniería genética, incluyendo 100 nucleótidos de la secuencia de ratón cadena arriba y cadena 
abajo de la secuencia insertada modificada por ingeniería genética, se presenta en las Figs. 22A-22D y se expone 
en la SEQ ID NO: 82. 5 
 
Las células ES portadoras del locus de cadena ligera modificado por ingeniería genética pueden transfectarse con 
una construcción que expresa FLP para eliminar el casete de neomicina flanqueado con FRT introducido mediante 
la construcción 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 10 
neomicina se conserva en los ratones. 
 
Modificación por ingeniería genética y generación de ratones DLC-5J. Para generar un locus de cadena ligera que 
comprenda dos segmentos génicos Vκ humanos (Vκ1-39 y Vκ3-20) y cinco segmentos génicos Jκ humanos (Jκ1, 
Jκ2, Jκ3, Jκ4 y Jκ5), denominado de otra manera DLC-5J, una secuencia amplificada de 2000 pares de bases que 15 
comprendía los 5 segmentos génicos Jκ humanos, se ligó en un vector que comprendía dos segmentos génicos Vκ 
humanos y un segmento génico Jκ humano, representado en la Fig. 21B (central) (véase la Fig. 23A). Las etapas 
de modificación genética posteriores implican la conexión de brazos 3’ y 5’ como se representa en la Fig. 23B. 
 
La construcción diana resultante se representa en la Fig. 23B (diagrama inferior; DLC-5J), con secuencias señal de 20 
recombinación (RSS) en óvalos blancos. El clon de ADN BAC modificado del locus de cadena ligera DLC-5J 
modificado por ingeniería genética unido operativamente a secuencias de ratón (es decir, secuencias cadena arriba 
y cadena abajo del locus de cadena ligera κ de inmunoglobulina endógena) se confirmó por PCR utilizando los 
cebadores localizados en las secuencias dentro del locus de cadena ligera modificado por ingeniería genética que 
contenía los dos segmentos génicos Vκ humanos, seguido de electroporación en células ES que comprende la 25 
deleción del locus variable de Igκ de ratón (que comprende los segmentos génicos de unión y variable κ) (Fig. 23C) 
para crear un ratón que exprese cualquiera de los dos segmentos génicos Vκ humanos. Los clones positivos de 
células ES que contenían el locus de cadena ligera DLC-5J modificado por ingeniería genética se confirmaron 
mediante exploración Taqman™ y cariotipado utilizando sondas específicas para el locus de cadena ligera DLC-5J 
modificado por ingeniería genética. Las secuencias de cebadores y sondas utilizados para la exploración de células 30 
ES de células ES de células ES con DLC-5J se representan en la Tabla 9 a continuación 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 crías que comprendían un locus de cadena ligera DLC-5J y que expresaban un dominio variable de 
cadena ligera humana fusionado a un dominio Cκ de ratón. Las secuencias de las sondas y cebadores utilizados 
para el genotipado de las crías se indican en la Tabla 9 anterior. La secuencia completa del locus DLC-5J 
modificado por ingeniería genética, incluyendo 100 nucleótidos de la secuencia de ratón cadena arriba y cadena 5 
abajo de la secuencia insertada modificada por ingeniería 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 ingeniería genética pueden transfectarse con 
una construcción que expresa FLP para eliminar el casete de neomicina flanqueado con FRT introducido mediante 10 
la construcción 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: caracterización de ratones que comprenden dos segmentos V humanos 15 
 
Citometría de Flujo. Las poblaciones de linfocitos B y el desarrollo de linfocitos B en ratones con DLC se validaron 
mediante análisis de citometría de flujo de preparaciones de esplenocitos y médula ósea. Se realizaron 
suspensiones celulares de ratones homocigotos para dos segmentos génicos Vκ humanos y cinco segmentos 
génicos Jκ humanos (n=4), de ratones homocigotos para dos segmentos génicos Vκ humanos y un segmento génico 20 
Jκ humano (n=4), y de ratones de tipo silvestre (n=4) utilizando métodos estándar y se tiñeron con anticuerpos 
marcados con fluorescencia. 
 
En resumen, durante 10 minutos, 1x106 células se incubaron en hielo con anti CD16/CD32 de ratón (clon 2.4G2, BD 
Pharmigen), seguido de marcaje con el siguiente cóctel de anticuerpos durante 30 minutos en hielo: anti CD19 de 25 
ratón conjugado con APC-H7 (clon 1 D3, BD Pharmigen), anti CD3 de ratón conjugado con Pacific Blue (clon 17A2, 
BioLegend), anti Igκ de ratón conjugado con FITC (clon 187.1, BD Pharmigen) o anti CD43 de ratón (clon 1 B11, 
BioLegend), anti Igλ de ratón conjugado con PE (clon RML-42, BioLegend) o anti c-kit de ratón (clon 2B8, 
BioLegend), anti IgD de ratón conjugado con PerCP-Cy5.5 (BioLegend), anti IgM de ratón conjugado con PE-Cy7 
(clon II/41, eBioscience), anti B220 de ratón conjugado con APC (clon RA3-6B2, eBioscience). Después de la 30 
tinción, las células se lavaron y se fijaron en formaldehído al 2 %. La adquisición de los datos se realizó en un 
citómetro de flujo LSRII y se analizaron con FlowJo (Tree Star, Inc.). Selección: linfocitos B totales (CD19+CD3-), 
linfocitos B Igκ+ (Igκ+Igλ-CD19+CD3-), linfocitos B Igλ+ (Igκ-Igλ+CD19+CD3-). Los resultados del compartimento de 
médula ósea se muestran en las Figs. 25A-27B. Los resultados del compartimento esplénico se muestran en las 
Figs. 28A-Fig. 31. 35 
 
Como se muestra en este ejemplo, los ratones con DLC-5J demuestran poblaciones de linfocitos B normales en los 
compartimentos esplénico y de médula ósea (Figs. 25A-31). Los ratones con DLC-5J demuestran poblaciones de 
linfocitos B inmaduros, maduros y pre/pro, en el compartimento de médula ósea 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 40 
cadena ligera lambda endógeno para dar una proporción kappa:lambda que es sustancialmente igual a la observada 
en los ratones de tipo silvestre (Fig. 27B). Además, 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- II, etc.) de una manera sustancialmente igual a la observada en los ratones de tipo silvestre (Figs. 30A-31). 45 
En cambio, los ratones DLC-1J demostraron un número global inferior de linfocitos B y un uso de cadena ligera 
lambda aumentado en comparación con el de la cadena ligera kappa modificada por ingeniería genética (datos no 
mostrados). 
 
Expresión de Doble de Cadena Ligera. La expresión de ambos segmentos génicos Vκ humanos se analizó en 50 
ratones homocigotos utilizando un ensayo de PCR cuantitativa. En resumen, linfocitos B CD19+ se purificaron de 
médula ósea y de bazos intactos de ratones de tipo silvestre, de ratones homocigotos para un reemplazo de la 
cadena pesada de ratón y locus variable de cadena ligera κ con locus de región variable de cadena ligera κ y cadena 
pesada humana correspondientes (Hκ), así como de ratones homocigotos para un locus de cadena ligera κ 
modificada por ingeniería genética que contiene dos segmentos génicos Vκ humanos y cinco segmentos génicos Jκ 55 
humanos (DLC-5J) o un segmento génico Jκ humano (DLC-1 J). La expresión relativa se normalizó a la expresión 
de la región Cκ de ratón (n=3 a 5 ratones por grupo). En las Figs. 32 y 33 se muestran los resultados. 
 
La expresión de las cadenas ligeras que contienen un segmento génico Vκ3-20 humano o Vκ1-39 humano 
reordenado se detectaron tanto en la médula ósea como en el bazo de ratones con DLC-5J y DLC-1J (Figs. 32 y 60 
33). En el compartimiento de médula ósea, la expresión de las cadenas ligeras procedentes tanto de Vκ3-20 
humana como Vκ1-39 humana en ambas cepas de ratones con DLC, era significativamente superior en 
comparación con la de los ratones que comprendían un reemplazo del segmento génico Vκ y Jκ de ratón con los 
segmentos génicos Vκ y Jκ humanos correspondientes (Hκ, Fig. 32). Se observó que expresión de la cadena ligera 
procedente de Vκ3-20 humana era de aproximadamente seis veces (DLC-5J) a quince veces (DLC-1J) mayor que 65 
en ratones con Hκ. En el compartimento de la médula ósea, los ratones con DLC-1J demostraron una expresión 
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aproximadamente dos veces mayor de cadenas ligeras procedentes de la Vκ3-20 humana sobre los ratones con 
DLC-5J. Se observó que la expresión de la cadena ligera procedente de la Vκ1-39 humana era de aproximadamente 
seis veces (DLC-5J) a trece veces (DLC-1J) mayor que la de los ratones con Hκ. En el compartimento de la médula 
ósea, los ratones con DLC-1J demostraron una expresión de aproximadamente dos veces mayor de las cadenas 
ligeras procedentes de Vκ1-39 humana sobre la de los ratones con DLC-5J. 5 
 
En el compartimiento esplénico, la expresión de las cadenas ligeras procedentes de Vκ3-20 humana y Vκ1-39 
humana en ambas cepas de ratones con DLC, fue significativamente mayor en comparación con la de ratones con 
Hκ (Fig. 33). Se observó que la expresión de la cadena ligera procedente de Vκ3-20 humana era aproximadamente 
cuatro veces (DLC-5J) y ocho veces (DLC-1J) mayor que la de ratones con Hκ. En el compartimento esplénico, los 10 
ratones con DLC-1J demostraron una expresión de aproximadamente dos veces mayor de cadenas ligeras 
procedentes de Vκ3-20 humana sobre la de los ratones con DLC-5J. Se observó una expresión de cadena ligera 
procedente de Vκ1-39 humana de aproximadamente cuatro veces (DLC-5J) a cinco veces (DLC-1J) mayor que en 
ratones con Hκ. En el compartimento esplénico, los ratones con DLC-1J demostraron una expresión similar de 
cadenas ligeras procedentes de Vκ1-39 humana en comparación con los ratones con DLC-5J. 15 
 
Uso de los segmentos Vκ/Jκ Humano en Ratones con DLC-5J. Ratones homocigotos para dos segmentos génicos 
Vκ humanos no reordenados y cinco segmentos génicos Jκ humanos no reordenados (DLC-5J) se analizaron con 
respecto al uso de segmentos génicos Vκ/Jκ humanos en linfocitos B esplénicos mediante reacción en cadena de la 
polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR). 20 
 
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 contenía suero bovino fetal 
termoinactivado al 10 % utilizando portaobjetos de vidrio esmerilados. Los esplenocitos se sedimentaron con una 
centrífuga (1200 rpm durante cinco minutos), y los eritrocitos se lisaron en 5 ml de tampón de lisis ACK (GIBCO) 25 
durante tres minutos. Los esplenocitos se diluyeron con PBS (Irvine Scientific), se filtraron con un filtrador celular de 
0,7 μm y se centrifugaron de nuevo dando células sedimentadas, que fue seguido de resuspensión de 1 ml de PBS. 
 
Utilizando el mini kit de ADN/ARN AIIPrep (Qiagen) se aisló ARN de los esplenocitos sedimentados de acuerdo con 
las especificaciones del fabricante. Se realizó RT-PCR en el ARN de los esplenocitos utilizando el sistema 5’ RACE 30 
(Amplificación Rápida de extremos de ADNc) con cebadores específicos para el gen Cκ de ratón de acuerdo con las 
especificaciones del fabricante (Invitrogen). Los cebadores específicos para el gen Cκ de ratón 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; 35 
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 clonación. Se secuenciaron diez clones de cada muestra de bazo. Las 
secuencias se compararon con las de los conjuntos de inmunoglobulina de ratón y ser humano de los conjuntos del 
directorio de referencia IMGT/V-QUEST para determinar el uso de Vκ/Jκ. En la Tabla 10 se exponen combinaciones 
de Vκ/Jκ para clones seleccionados observados en clones de RT-PCR de cada muestra de esplenocitos. En la Tabla 40 
11 se expone la secuencia de aminoácidos de las uniones de Vκ humano/Jκ humano y Jκ humano/Cκ de ratón de 
los clones de RT-PCR seleccionados de ratones homocigotos para DLC-5J. Las letras minúsculas indican 
mutaciones en la secuencia de aminoácidos de la región variable o adiciones sin molde resultantes de adiciones de 
N y/o P durante la recombinación. 
 45 
Como se muestra en este ejemplo, los ratones homocigotos para dos segmentos génicos Vκ humanos no 
reordenados y cinco segmentos génicos Jκ humanos no reordenados (DLC-5J) unidos operativamente al gen Cκ de 
ratón, pudieron recombinar productivamente ambos segmentos génicos Vκ humanos con segmentos génicos Jκ 
humanos múltiples para producir un repertorio limitado de cadenas ligeras de inmunoglobulina. Entre los 
reordenamientos en los ratones homocigotos DLC-5J mostrados en la Tabla 10, únicamente se observaron 50 
reordenamientos Vκ/Jκ humanos para Vκ1-39/JK2 (1), Vκ1-39/Jκ3 (1), Vκ3-20/Jκ1 (7), Vκ3-20/Jκ2 (4) y Vκ3-20/Jκ3 
(1). Además, dichos reordenamientos únicos demostraron diversidad de unión por la presencia de aminoácidos 
únicos dentro de la región CDR3 de la cadena ligera (Tabla 11), dando como resultado cualquier mutación y/o la 
recombinación de los segmentos génicos Vκ y Jκ humanos durante el desarrollo. Todas las reordenaciones 
mostraron lectura integral funcional en el segmento Cκ de ratón (Tabla 11). 55 
 
En su conjunto, estos datos demuestran que los ratones modificados por ingeniería genética presentan una elección 
de a lo sumo dos segmentos génicos Vκ humanos, ambos de los cuales son capaces de reordenarse (por ejemplo, 
con uno o más y, en algunos aspectos, hasta cinco segmentos génicos Jκ humanos) y codificar un dominio VL 
humano de una cadena ligera de inmunoglobulina que tiene cantidades de linfocitos B y desarrollo que es casi de 60 
tipo silvestre en todos los aspectos. Dichos ratones producen una colección de anticuerpos que tienen cadenas 
ligeras de inmunoglobulina que, en la colección, tienen uno de dos posibles segmentos génicos VL humanos 
presentes. El ratón produce esta colección de anticuerpos en respuesta a la exposición antigénica y, la colección de 
anticuerpos está asociada con una diversidad de cadenas pesadas (variable humana/constante de ratón) quiméricas 
inversas. 65 
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Tabla 10: Combinaciones Vκ/Jκ observadas en muestras de esplenocitos 
Ratón ID n.º Combinación Vκ/Jκ 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 aminoácidos de las uniones Vκ humano/Jκ humano y Jκ humano/Cκ de ratón de 
ratones homocigotos para DLC 5J 

Clon Vκ/Jκ Secuencia de Unión hVκ/hJκ/mCκ (la CDR3 se indica subrayada, 
la mIgκC en cursiva) 

SEQ ID NO: 

2-10 1-39/2 QPEDFATYYCQQSYSTPYTFGQGTKLEIKRADAAPTVSI 94 
1-2 1-39/3 QPEDFATYYCQQSYSTPFTFGPGTKVDIKRADAAPTVSI 95 
1-7 3-20/1 EPEDFAVYYCQQYGSSPrTFGQGTKVEIKRADAAPTVSI 96 
2-2 3-20/1 EPEDFAVYYCQQYGSSrTFGQGTKVEIKRADAAPTVSI 97 
2-3 3-20/1 EPEDFAVYYCQQYGSSPWTFGQGTKVEIKRADAAPTVSI 98 
2-9 3-20/1 dPEDFAVYYCQQYGSSPrTFGQGTKVEIKRADAAPTVSI 99 
3-1 3-20/1 EPEDFAVYYCQQYGSSPrTFGQGTKVEIKRADAAPTVSI 100 
3-2 3-20/1 EPEDFAVYYCQQYGSSPWTFGQGTKVEIKRADAAPTVSI 101 
3-4 3-20/1 EPEDFAVYYCQQYGSSPPTFGQGTKVEIKRADAAPTVSI 102 
3-9 3-20/2 EPEDFAVYYCQQYGSSPYTFGQGTKLEIKRADAAPTVSI 103 
3-6 3-20/3 EPEDFAVYYCQQYGSSiFTFGPGTKVDIKRADAAPTVSI 104 

 5 
Ejemplo 4: generación y caracterización de ratones que comprenden dos cadenas ligeras humanas 
sustituidas con dos histidinas 
 
Ejemplo 4.1: modificación por ingeniería genética y generación de ratones que comprenden dos segmentos kappa V 
conteniendo cada uno de ellos cuatro sustituciones de histidina 10 
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En los locus de doble cadena ligera de ratones ULC Vκ1-39 y Vκ3-20 se introdujeron sustituciones de histidina como 
se ha descrito anteriormente. En resumen, la secuencia DLC representada en la Fig. 23A (inferior), se sometió a 
mutagénesis dirigida, modificando primero la secuencia Vκ1-39 y después modificando la secuencia Vκ3-20, 
utilizando los cebadores representados en la Fig. 34. La secuencia de doble cadena ligera resultante contenía el 
segmento Vκ1-39 con histidinas introducidas en la secuencia de la línea germinal en las posiciones 105, 106, 108 y 5 
111, el segmento Vκ3-20 con histidinas introducidas en la secuencia de la línea germinal en las posiciones 105, 106, 
107 y 109 así como los cinco segmentos Jκ (Jκ1, Jκ2, Jκ3, Jκ4 y Jκ5). Una etapa posterior de modificación por 
ingeniería genética implicó la conexión de un brazo 5’ que lleva un casete FRT-UB-NEO-FRT y de un brazo 3’ que 
lleva potenciadores de Igκ de ratón y una región constante. Este vector diana se sometió a electroporación en 
células ES que comprendían la deleción del locus variable de Igκ de ratón (que comprende los segmentos génicos 10 
de unión y variables κ), como se representa en la Fig. 35A (en esta figura no se indican las secuencias señal de 
recombinación, RSS). Las células ES diana se exploraron mediante una modificación 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 (específicamente, 1633h2, 1635h2, neo, Jxn 1-39/3 -20, mlgκd2 y mIgκp15), así como dos 
conjuntos adicionales de cebadores y sondas indicados en la Tabla 12 más adelante. Las secuencias de estos dos 15 
conjuntos de cebadores y sondas adicionales se incluyen en el Listado de Secuencias. 

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

Nombre 
de la 
Sonda 

Ensayo/tipo 
de sonda 

Localización 
detectada 

Secuencia de la Sonda Cebador Directo Cebador Inverso 

hVI492 1-
39 

GOA/FAM-
BHQ+ 

MAID 6185 
(específico de 4 
HIS-1-39) 

 
 

 

hVI492 3-
20 

GOA/FAM-
BHQ+ 

MAID 6185 
(específico de 4 
HIS-1-39) 

 

  

 
Después, se utilizó un clon de células ES confirmado para implantar en ratones hembra para producir una camada 20 
de crías que comprenden el locus de cadena ligera DLC-5J con cuatro modificaciones de histidina en cada una de 
las secuencias del segmento VL presente y que expresan un dominio variable de cadena ligera humana fusionado 
con un dominio Cκ de ratón. Algunas de las mismas secuencias que se utilizan para la exploración de células ES 
también se utilizan para el genotipado de las crías. 
 25 
Las células ES portadoras del locus de cadena ligera modificado por ingeniería genética, pueden transfectarse con 
una construcción que expresa FLP (por ejemplo, FLPo) para eliminar el casete de neomicina flanqueado con FRT, 
introducido por la construcción 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. 30 
 
Ejemplo 4.2: modificación por ingeniería genética y generación de ratones que comprenden dos segmentos kappa V 
conteniendo cada uno de ellos tres sustituciones de histidina 
 
En cada uno de los segmentos Vκ1-39 y Vκ3-20 de los ratones con doble cadena ligera se introdujeron tres 35 
sustituciones de histidina. En resumen, la secuencia DLC representada en la Fig. 23A (inferior), se sometió a 
mutagénesis dirigida, modificando primero la secuencia Vκ1-39 y después modificando la secuencia Vκ3-20, 
utilizando los cebadores representados en la Fig. 36. La secuencia resultante de doble cadena ligera contenía el 
segmento Vκ1-39 con histidinas introducidas en las secuencias de la línea germinal en las posiciones 106, 108 y 
111, el segmento Vκ3-20 con histidinas introducidas en la secuencia de la línea germinal en las posiciones 105, 106 40 
y 109, así como los cinco segmentos Jκ (Jκ1, Jκ2, Jκ3, Jκ4 y Jκ5). Una etapa posterior de modificación por 
ingeniería genética implicó la conexión de un brazo 5’ portador de un casete FRT-UB-NEO-FRT y de un brazo 3’ 
portador de potenciadores de Igκ y región constante de ratón. Este vector diana se sometió a electroporación en 
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células ES que comprendían la deleción del locus variable Igκ de ratón (que comprende los segmentos génicos 
variable κ y de unión), como se representa en la Fig. 37A (en esta figura se omite la RSS). Las células ES diana se 
exploraron mediante una modificación 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 (específicamente, 1633h2, 
1635h2, neo, Jxn 1-39/3 -20, mlgκd2 y mIgκp15), así como dos conjuntos de cebadores y sondas adicionales 5 
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 exploración de células ES 

Nombre 
de la 
Sonda 

Ensayo/tipo 
de sonda 

Localización 
detectada 

Secuencia de la Sonda Cebador Directo Cebador Inverso 

hVI493 1-
39 

GOA/FAM-
BHQ+ 

MAID 6187 
(específico de 3 
HIS-1-39) 

 
 

 

hVI493 3-
20 

GOA/FAM-
BHQ+ 

MAID 6187 
(específico de 3 
HIS-3-20) 

 
 

 

 10 
Después, se utilizó un clon de células ES confirmado para implantar en hembras de ratón para producir una camada 
de crías que comprende el locus de cadena ligera DLC-5J con cuatro modificaciones de histidina en cada una de las 
secuencias de segmento VL presentes, y que expresa un dominio variable de cadena ligera humano fusionado a un 
dominio Cκ de ratón. Algunas de las mismas secuencias que se utilizan para la exploración de células ES también 
se utilizan para el genotipado de las crías. 15 
 
Las células ES portadoras del locus de cadena ligera modificado por ingeniería genética pueden transfectarse con 
una construcción que expresa FLP (por ejemplo, FLPo) para eliminar el casete de neomicina flanqueado con FRT 
introducido por la construcción 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 20 
6.774.279). Opcionalmente el casete de neomicina se conserva en los ratones. 
 
Ejemplo 4.3: cría 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 25 
contenían una deleción del locus de cadena ligera λ endógena para generar una descendencia que exprese, solo en 
sus cadenas ligeras, las cadenas ligeras sustituidas con histidina modificadas por ingeniería 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 30 
contenían un reemplazo del locus variable de cadena pesada de ratón endógeno con locus variable de cadena 
pesada humana (véanse los documentos US 6.596.541 y US 8.502.018; el ratón VELOCIMMUNE®, Regeneron 
Pharmaceuticals, Inc.). 
 
Ejemplo 4.4: detección de modificaciones de histidina en cadenas ligeras de inmunoglobulina obtenidas de ratones 35 
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 exploración de alto rendimiento. 
 40 
En resumen, se extrajeron bazos de cinco ratones heterocigotos que comprendían dos segmentos kappa V (Vκ1-39 
y Vκ3-20) cada uno de ellos conteniendo tres sustituciones de histidina (ratones cuyo locus kappa se representa en 
la Fig. 35) y cadenas pesadas de ratón endógenas y se homogeneizaron en 1xPBS (Gibco) utilizando portaobjetos 
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de vidrio. Las células se sedimentaron en una centrífuga (500xg durante 5 minutos) y los eritrocitos se lisaron en 
tampón de lisis ACK (Gibco) durante 3 minutos. Las células se lavaron con 1xPBS y se filtraron utilizando un filtrador 
celular de 0,7 μm. Los linfocitos B se aislaron de las células de bazo utilizando selección 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 aisló del ARN total utilizando el mini kit de ARNm Oligotex Direct (Qiagen). 5 
 
A partir de ARNm de linfocitos B esplénicos se preparó ADNc bicatenario mediante 5’ RACE utilizando el Kit de 
Síntesis de ADNc SMARTer Pico (Clontech). La transcriptasa inversa de Clontech y los dNTP se sustituyeron con 
Superscript II y los dNTP de Invitrogen. Los repertorios de cadena ligera de inmunoglobulina se amplificaron del 
ADNc utilizando cebadores específicos para la región constante de Kgκ y el cebador 5’ RACE SMARTer (Tabla 14). 10 
Los productos de la PCR se lavaron utilizando el Kit de Purificación de PCR QIAquick (Qiagen). Se realizó una 
segunda ronda de PCR utilizando el mismo cebador 5’ RACE y un cebador 3’ anidado específico para la región 
constante de IgK (Tabla 15). Los productos de la segunda ronda de PCR se purificaron utilizando un sistema E-gel 
SizeSelect (Invitrogen). Se realizó una tercera PCR con cebadores que añadían 454 aptámeros y códigos de barra. 
Los productos de la tercera ronda de PCR se purificaron utilizando Perlas Agencourt AMPure XP. Los productos de 15 
PCR purificados se cuantificaron mediante SYBR-qPCR utilizando un Kit de Cuantificación de Biblioteca KAPA 
(KAPA Biosystems). Las bibliotecas agrupadas se sometieron a PCR con emulsión (emPCR) utilizando el Kit 454 
GS Junior Titanium Series Lib-A emPCR (Roche Diagnostics) y a secuenciación bidireccional utilizando el 
instrumento Roche 454 GS Junior de acuerdo con los protocolos del fabricante. 
 20 

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

 
Tabla 15: cebador de PCR de la segunda ronda 

NOMBRE SECUENCIA (SEQ ID NO) 
3’ mIgκ interno  

 
Para el análisis bioinformático, las lecturas de secuencia 454 se separaron basándose en la total coincidencia del 25 
código de barras de la muestra y se acortaron con fines de calidad. Las secuencias se anotaron basándose en el 
alineamiento de las secuencias de Ig reordenadas con respecto a la base de datos de los segmentos V y J de la 
línea germinal humana utilizando la instalación de igblast (NCBI, v2.2.25+). Una secuencia se marcó como ambigua 
y se eliminó de los análisis cuando se detectaron varios mejores resultados con idéntica puntuación. Se desarrolló 
un conjunto de programas en perl para analizar los resultados y los datos se guardaron en la base de datos mysqI. 30 
La región CDR3 de la cadena ligera kappa se definió entre el motivo FGXG y el codón C conservado. 
 
La Fig. 38 representa alineaciones de la secuencia de aminoácidos codificada por la secuencia IGKV3-20 (Fig. 38A) 
o la secuencia IGKV1-39 (Fig. 38B) de línea germinal humana, con traducciones de aminoácidos de secuencias Vκ 
ejemplares obtenidas de anticuerpos reordenados productivamente generados en ratones que comprendían una 35 
DLC-5J modificada con histidina (que comprende un locus variable de cadena ligera que comprende los segmentos 
génicos Vκ1-39 y Vκ3-20, 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 línea germinal. En algunos casos, en la mayor 
parte de todas las cadenas ligeras humanas reordenadas productivamente que comprendían la secuencia Vκ3-20 40 
que conservaba al menos un resto de histidina, las tres modificaciones de histidina introducidas en su CDR3 de la 
línea germinal se conservaban (véase la Fig. 38A). En algunos casos, en las cadenas ligeras humanas reordenadas 
productivamente que comprenden la secuencia Vκ1-39 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 línea 
germinal (véase la Fig. 38B alineamiento superior), mientras que aproximadamente el 50 % de las cadenas ligeras 45 
conservan dos de las tres histidinas introducidas en su CDR3 de la línea germinal (véase la Fig. 38B, alineamiento 
inferior). En algunos casos, las histidinas en la última posición de la secuencia del segmento V pueden perderse 
debido a una reordenación V-J. 
 
Ejemplo 5. Generación y análisis de ratones que comprenden una sola secuencia de nucleótidos de cadena 50 
pesada de inmunoglobulina humana reordenada y dos segmentos génicos kappa V 
 
Se generaron ratones que comprendían una secuencia de ácido nucleico de región variable de cadena pesada 
reordenada en el locus de cadena pesada (MAID6031; “ratón UHC”) como se ha descrito anteriormente. En 
resumen, en el ratón UHC, todos los segmentos génicos variables de cadena pesada funcional endógena se 55 
delecionaron y se remplazaron con una sola secuencia de ácido nucleico de región variable de cadena pesada 
reordenada que codifica hVH3-23/D/JH4, que está unida operativamente a una secuencia de ácido nucleico de 
región constante de cadena pesada endógena. 
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Se generaron ratones que comprendían locus de cadena ligera modificados por ingeniería genética que contenían 
dos segmentos génicos Vκ humanos (por ejemplo, un segmento génico Vκ1-39 humano y otro Vκ3-20 humano) y 
uno cualquiera de un segmento Jκ humano (Jκ5; DLC-1J) o cinco segmentos génicos Jκ humanos (hJκ1-5; DLC-5J) 
como se ha descrito anteriormente. En resumen, un locus de cadena ligera modificado por ingeniería genética 
contenía dos segmentos génicos Vκ humanos y cinco segmentos génicos Jκ humanos (Jκ1-5) en configuración no 5 
reordenada y estaban unidos operativamente a una secuencia de región constante κ de ratón endógena (MAID 1911 
(DLC-5J); Fig. 19E). El otro locus de cadena ligera modificado por ingeniería genética contenía dos segmentos 
génicos Vκ humanos y un segmento génico Jκ humano (Jκ1) en configuración no reordenada y estaban unidos 
operativamente a una secuencia de región constante κ de ratón endógena (MAID 1913 (DLC-1J); Fig. 21D). Para 
cada uno de los dos locus de cadena ligera adicionales modificados por ingeniería genética, los segmentos génicos 10 
humanos estaban flanqueados en 3’ con secuencias señal de recombinación para permitir la reordenación 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 ratón heterocigoto para el alelo UHC y el alelo DLC-5J. De manera similar, ratones 15 
homocigotos UHC (MAID6031) se cruzaron con ratones UHC DLC-1J (MAID1913) para generar un ratón 
heterocigoto para el alelo UHC y el alelo OLC-1J. A partir de estos cruces, se generaron ratones F1 heterocigotos 
que se cruzaron entre sí 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 confirmó mediante exploración 
TAQMAN™ y cariotipado utilizando las sondas y cebadores específicos descritos anteriormente. 20 
 
Los ratones heterocigotos para el alelo UHC y para el alelo DLC-5J se cruzaron entre sí 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 inserción de la cadena pesada universal descrita en el presente documento (por ejemplo, 25 
HVH3-23/hD/hJH4) en el locus de cadena pesada de ratón en el que todos los genes VDJ de cadena pesada 
variable endógenos están delecionados y DLC-5J (hV\c1-39 hV\c3-20 hJ\c1-5) el locus de cadena ligera kappa (κ) 
de ratón en los que todos los genes Vκ y Jκ de ratón se han delecionado. 
 
Todos los ratones se instalaron en jaulas y se cruzaron en condiciones específicas sin gérmenes patógenos en 30 
Regeneron Pharmaceuticals. Tres ratones F5 VELOCIMMUNE® (MAID 12930 1640HO (“VI3”), véase la Patente de 
Estados Unidos n.º 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/BL6, 
18,75 % 129 y 62,5 % Balb/c) se sacrificaron y se extrajeron los bazos y la médula ósea de los animales. La médula 
ósea se extrajo de los fémures lavando abundantemente con medio RPMI completo (medio RPMI complementado 35 
con suero bovino fetal, piruvato sódico, Hepes, 2-mercaptoetanol, aminoácidos no esenciales y gentamicina). Las 
preparaciones de eritrocitos de bazo y médula ósea se lisaron con tampón de lisis ACK y se lavaron con medio 
RPMI completo. 
 
Citometría de flujo 40 
 
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 VH3-23/D/JH4 reordenada en el locus de cadena pesada y del alelo que 
contiene dos genes Jκ humanos y cinco Vκ humanos en el locus de cadena ligera), se realizó análisis de separación 45 
de células activadas por fluorescencia (FACS) como se indica en el Ejemplo 3. 
 
En el compartimento esplénico, los ratones MAID 1912HO 6032HO demostraron números de linfocitos B CD19+ y 
números de linfocitos B maduros que eran sustancialmente iguales a los números observados en ratones 
VELOCIMMUNE® (VI3) (Figs. 40A-40B), que sirven como un control de los efectos específicos observados en 50 
ratones MAID 1912HO 6032HO con respecto a ratones con otras modificaciones genéticas en sus locus de 
inmunoglobulina; además, 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 número de linfocitos B inmaduros en el bazo en comparación 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 55 
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, más expresión en superficie de 
IgM por célula) en comparación con ratones VI3 (Fig. 42). 
 
Además, los ratones MAID 1912HO 6032HO (DLC x UHC) demostraron desarrollo alterado de linfocitos B periféricos 60 
según 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-II, etc.) que se 
producía de una manera diferente a la observada en ratones VI3 (Fig. 43A). Específicamente, los ratones MAID 
1912HO 6032HO (DLC x UHC) demostraron más linfocitos B inmaduros, T1 y de zona marginal (ZM) en el 
compartimento esplénico en comparación con los ratones VI3. El número de linfocitos B foliculares-I y foliculares-II 65 
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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 ósea, los ratones MAID 1912HO 6032HO (DLC x UHC) demostraron números 
similares de linfocitos B CD19+ en comparación con los controles de ratón VI3 (Figs. 44A-44B). Sin embargo, los 5 
ratones MAID 1912HO 6032HO (DLC x UHC) demostraron aproximadamente 25 veces menos linfocitos pro B en la 
médula ósea en comparación 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 ósea en comparación 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 expresión de lambda en 10 
comparación con los ratones VI3 (Fig. 47). 
 
Estudios de inmunización 
 
Cinco ratones TS (fondo 75 % C57BL6/25 % 129) y siete F2 MAID1912HO 6031 HET (homocigotos DLC x 15 
heterocigotos UHC) se inmunizaron en la almohadilla plantar con 0,025 ml de una mezcla que contenía 2,35 μg de 
un antígeno X, 10 μg de oligonucleótido CpG (ODN) 1826, InvivoGen, cat n.º tlrl-1826) y 25 μg de adyuvante de gel 
fosfato de aluminio (Brenntag cat n.º 7784-30-7). Los ratones recibieron un refuerzo seis veces con la misma 
dosificación. Los días 0, 15 y 23 posteriores a la primera inmunización, se extrajo sangre de ratones anestesiados 
utilizando un sangrado retroorbital en tubos separadores con suero BD (BD, cat. n.º 365956), y el suero se recogió 20 
siguiendo las instrucciones del fabricante. Se realizó una segunda ronda de inmunización como se ha indicado 
anteriormente cinco semanas después de la primera ronda de inmunización. 
 
Para medir los niveles de anticuerpos de IgG específicos de antígeno, se realizó 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 25 
diana que contiene la secuencia de nucleótidos de VH3-23/D/JH4 reordenada y homocigotos con respecto al alelo 
diana que contiene DLC-5J, pudieron producir anticuerpos de IgG específicos de antígeno a niveles comparables a 
los producidos por los ratones de tipo silvestre tanto a los 23 días como a las 5 semanas después de la primera 
inmunización. Los ratones MAID1912HO 6031 HET (homocigotos DLC x heterocigotos UHC) también pudieron 
producir anticuerpos de IgG específicos de antígeno a niveles comparables a los producidos por los ratones de tipo 30 
silvestre después de la segunda ronda de inmunización. 
 
Por tanto, estos ratones producen anticuerpos que comprenden una cadena ligera quimérica inversa (dominio 
variable de cadena ligera humana y Cκ de ratón) procedente de una reordenación de uno de los dos segmentos 
génicos VL humanos (segmentos génicos Vκ1-39 o Vκ3-20) y segmentos Jκ humanos y una cadena pesada 35 
quimérica inversa (dominio variable de cadena pesada humana y CH de ratón) procedentes de un solo segmento 
génico variable de cadena pesada humana reordenada. Los anticuerpos quiméricos inversos (es decir anticuerpos 
que comprenden estas cadenas quiméricas inversas) se obtienen después de la inmunización con un antígeno de 
interés. 
 40 
Ejemplo 6. Generación y análisis de ratones que comprenden una sola secuencia de nucleótidos 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 45 
comprenden una doble cadena ligera modificada con histidina (por ejemplo, ratones que comprenden dos 
segmentos génicos VL 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 ratón endógena 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 50 
anticuerpos que comprenden una cadena ligera quimérica inversa (dominio variable de cadena ligera humana y Cκ 
de ratón) procedente de una reordenación de uno de los dos segmentos génicos VL humanos modificados con 
histidina (segmentos génicos Vκ1-39 o Vκ3-20) y segmentos génicos Jκ humanos y una cadena pesada quimérica 
inversa (dominio variable de cadena pesada humana y CH de ratón) procedente de un solo dominio variable de 
cadena pesada humana reordenada. Los anticuerpos quiméricos inversos se obtienen después de la inmunización 55 
con un antígeno de interés. Los anticuerpos humanos dependientes de pH generados en dichos ratones, se 
identifican utilizando métodos de exploración y de aislamiento de anticuerpos conocidos en la técnica o descritos 
anteriormente. 
 
Las secuencias de nucleótidos de región variable de cadena pesada y ligera de los linfocitos B que expresan los 60 
anticuerpos se identifican, y las cadenas pesada y ligera completamente humanas se crean fusionando secuencias 
de nucleótidos de región variable de cadena pesada y ligera con secuencias de nucleótidos CL y CH humanas, 
respectivamente. Las cadenas ligeras de interés, por ejemplo, cadenas ligeras que se unen al antígeno 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 65 
un sistema de expresión 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 VL 
como el de la cadena ligera de interés (por ejemplo, Vκ1-39 o Vκ3-20) y la capacidad del anticuerpo reconstituido 
para conservar la unión a antígeno y las propiedades de unión a antígeno dependientes de pH, se somete a ensayo. 
 
Ejemplo 7. Construcción de ratones que comprenden un locus de cadena ligera de inmunoglobulina que 5 
contiene una secuencia VDJ de cadena pesada reordenada 
 
Se generaron ratones que comprendían una secuencia de ácido nucleico de región variable de cadena pesada 
reordenada en el locus de cadena ligera kappa (MAID6079; “ratón UHC en kappa”) mediante métodos similares a 
los descritos anteriormente para el direccionamiento del locus de cadena pesada. En resumen, en el ratón UHC en 10 
kappa, todos los segmentos génicos Vκ y Jκ variables kappa de cadena ligera funcional endógena se delecionaron y 
se reemplazaron con una sola secuencia de ácido nucleico de región variable de cadena pesada reordenada que 
codificaba la secuencia de hVH3-23/D/JH4, que está unida operativamente a una secuencia de ácido nucleico de 
región constante de cadena ligera endógena. La construcción diana final para la creación de un locus genómico que 
contenía una secuencia de dominio variable de cadena pesada humana reordenada que contenía, de 5’ a 3’, (1) un 15 
brazo de homología 5’ con aproximadamente 22500 pb de una secuencia genómica de ratón cadena arriba del locus 
de la cadena ligera de Ig endógena; (2) un sitio FRT 5’; (3) un casete de neomicina; (4) un sitio FRT 3’, (5) un 
promotor hVH3-23 de 2239 pb (SEQ ID NO: 139); (6) una secuencia de nucleótidos de cadena pesada de 
inmunoglobulina humana reordenada (hVH3-23/D/JH4; SEQ ID NO: 136); (7) un intrón hJH4 (SEQ ID NO: 140); y (8) 
un brazo de homología 3’ con aproximadamente 75000 pb de una secuencia genómica de ratón cadena abajo de los 20 
segmentos génicos JL de ratón. Los ratones heterocigotos portadores de la modificación se cruzaron entre sí para 
generar homocigotos (MAID 6079HO) que eran capaces de crear cadenas “ligeras” de inmunoglobulina únicamente 
a partir del locus modificado genéticamente. Los ratones MAID 6079HO (homocigotos UHC en kappa) comprenden 
una inserción en la cadena pesada universal descrita en el presente documento (por ejemplo, hVH3-23/hD/hJH4) en 
el locus de cadena ligera kappa (κ) de ratón en el que todos los genes Vκ y Jκ de ratón se han delecionado. 25 
 
Todos los ratones se instalaron en jaulas y se cruzaron en condiciones específicas sin gérmenes patógenos 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 ósea de los animales. La médula ósea se 30 
extrajo de los fémures lavando abundantemente con medio RPMI completo (medio RPMI complementado con suero 
bovino fetal, piruvato sódico, Hepes, 2-mercaptoetanol, aminoácidos no esenciales y gentamicina). Las 
preparaciones de eritrocitos de bazo y médula ósea se lisaron con tampón de lisis ACK y se lavaron con medio 
RPMI completo. 
 35 
Citometría de flujo 
 
Para examinar la capacidad de los ratones homocigotos “ratón 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 VH3-23/D/JH4 reordenada en un 40 
locus de cadena ligera kappa), se realizó un análisis de separación de células activadas por fluorescencia (FACS) 
como se indica en el Ejemplo 3. 
 
Los ratones MAID 6079HO demostraron números de pro y pre linfocitos B en el compartimento de la médula ósea 
que eran sustancialmente iguales a los observados en las crías de la camada de tipo silvestre (Figs. 50A-50B). En 45 
cambio, demostraron números más bajos de linfocitos B inmaduros y maduros en el compartimento de la médula 
ósea en comparación con las crías de la camada de tipo silvestre (Figs. 51A-51C). De hecho, los ratones tenían 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 ósea 
(Fig. 52). 50 
 
En el compartimento esplénico, los ratones MAID 6079HO demostraron menos linfocitos B maduros en comparación 
con las crías de la camada de tipo silvestre (Figs. 53A-53B). Similar a lo observado en la médula ósea, 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 55 
y una disminución de linfocitos B foliculares en comparación con las crías de la camada de tipo silvestre (Fig. 55). 
 
Ejemplo 8. Generación y análisis 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 60 
 
Se generaron ratones homocigotos para una secuencia de ácido nucleico de región 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 ácido 
nucleico de región variable de cadena ligera kappa en un locus de cadena pesada (ratón con cadena kappa en 65 
cadena pesada (“KoH”)). Los ratones KoH homocigotos MAID 1994 comprenden 40 genes Vκ humanos y todos los 
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genes Jκ humanos, con IGCR larga y ADAM6 de ratón, insertados en un locus de cadena constante de cadena 
pesada de Ig de ratón (es decir, un locus de cadena pesada de Ig de ratón delecionado)). Los ratones KoH se han 
descrito anteriormente; véase, por ejemplo, la publicación previa a la concesión de patente de Estados Unidos 
2012/0096572. 
 5 
Todos los ratones se instalaron en jaulas y se cruzaron en condiciones específicas sin gérmenes patógenos en 
Regeneron Pharmaceuticals. Dos ratones VELOCIMMUNE® (MAID 1242HO 1640HO (“VI3”), véase la Patente de 
Estados Unidos n.º 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/BL6, 
25 % 129, y 50 % Balb/c), y ratones de control de la crías de camada de tipo silvestre MAID 6079, se sacrificaron, y 10 
se extrajeron los bazos y la médula ósea de los animales. La médula ósea se extrajo de los fémures lavando 
abundantemente con medio RPMI completo (medio RPMI complementado con suero bovino fetal, piruvato sódico, 
Hepes, 2-mercaptoetanol, aminoácidos no esenciales y gentamicina). Las preparaciones de eritrocitos de bazo y 
médula ósea se lisaron con tampón de lisis ACK y se lavaron con medio RPMI completo. 
 15 
Citometría 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 VH3-23/D/JH4 20 
reordenada y del alelo que contiene una secuencia de ácido nucleico de región variable de cadena ligera kappa en 
un locus de cadena pesada), se realizó análisis de separación de células activadas por fluorescencia (FACS) como 
se indica en el Ejemplo 3. 
 
Los ratones MAID 1994HO 6079HO demostraron frecuencias más bajas de linfocitos pre B y CD19+ en el 25 
compartimento de la médula ósea en comparación con los ratones VI3 (Fig. 57A). Específicamente, los ratones 
MAID 19940 6079HO demostraron números aproximadamente 2 veces más bajos de linfocitos CD19+ y pre B en la 
médula ósea en comparación 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 ósea en 
comparación con los ratones VI3 (Figs. 58A y 58B). También se encontró que los linfocitos B de los ratones MAID 30 
1994HO 6079HO carecían esencialmente de expresión de cadena ligera lambda en la médula ósea (Fig. 59). 
 
Los ratones MAID1994HO 6079HO demostraron una frecuencia más baja de linfocitos B en el compartimento 
esplénico. Específicamente, los ratones MAID 1994HO 6079HO tenían menos números de linfocitos B esplénicos 
(aproximadamente 2 veces menos) y linfocitos B maduros (aproximadamente 3 veces menos) con respecto a los 35 
ratones VI3 (Figs. 60A-60B). De nuevo, estos demostraron carecer de expresión de cadena ligera lambda en 
comparación con los ratones VI3 (Fig. 61). 
 
Teniendo en cuenta el desarrollo de linfocitos B periféricos en el bazo, el análisis FACS indicó que, en comparación 
con los ratones VI3, los ratones MAID1994HO 6079HO tenían una mayor frecuencia de linfocitos en fase T1 en el 40 
bazo (Fig. 62). 
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<223> Sintética  60 
 
<400> 55 
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<210> 56  
<211> 19  
<212> ADN  
<213> Artificial 
 5 
<220> 
<223> Sintética  
 
<400> 56 

 10 
 
<210> 57  
<211> 23  
<212> ADN  
<213> Artificial 15 
 
<220> 
<223> Sintética  
 
<400> 57 20 

 
 
<210> 58  
<211> 18  
<212> ADN  25 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Sintética  
 30 
<400> 58 

 
 
<210> 59  
<211> 108  35 
<212> PRT  
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Sintética  40 
 
<400> 59 
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<210> 60  
<211> 54  
<212> ADN  5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Sintética  
 10 
<400> 60 

 
 
<210> 61  
<211> 54  15 
<212> ADN  
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Sintética  20 
 
<400> 61 

 
 
<210> 62  25 
<211> 54  
<212> ADN  
<213> Artificial 
 
<220> 30 
<223> Sintética  
 
<400> 62 

 
 35 
<210> 63  
<211> 47  
<212> ADN  
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<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Sintética  
 5 
<400> 63 

 
 
<210> 64  
<211> 47  10 
<212> ADN  
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Sintética  15 
 
<400> 64 

 
 
<210> 65  20 
<211> 24  
<212> ADN  
<213> Artificial 
 
<220> 25 
<223> Sintética  
 
<400> 65 

 
 30 
<210> 66  
<211> 19  
<212> ADN  
<213> Artificial 
 35 
<220> 
<223> Sintética  
 
<400> 66 

 40 
 
<210> 67  
<211> 26  
<212> ADN  
<213> Artificial 45 
 
<220> 
<223> Sintética  
 
<400> 67 50 

 
 
<210> 68  
<211> 15  
<212> ADN 55 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Sintética  
 60 
<400> 68 

 
 
<210> 69  
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<211> 23  
<212> ADN  
<213> Artificial 
 
<220> 5 
<223> Sintética  
 
<400> 69 

 
 10 
<210> 70  
<211> 20  
<212> ADN  
<213> Artificial 
 15 
<220> 
<223> Sintética  
 
<400> 70 

 20 
 
<210>71  
<211> 17  
<212> ADN  
<213> Artificial 25 
 
<220> 
<223> Sintética  
 
<400> 71 30 

 
 
<210> 72  
<211> 22  
<212> ADN  35 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Sintética  
 40 
<400> 72 

 
 
<210> 73  
<211> 20  45 
<212> ADN  
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Sintética  50 
 
<400> 73 

 
 
<210> 74  55 
<211>21  
<212> ADN  
<213> Artificial 
 
<220> 60 
<223> Sintética 
 
<220> 
<221> CDS  
<222> (1)..(21) 65 
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<400> 74 
 

 
 5 
<210> 75  
<211> 7  
<212> PRT  
<213> Artificial 
 10 
<220> 
<223> Construcción sintética  
 
<400> 75 
 15 

 
 
<210> 76  
<211>21  
<212> ADN  20 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Sintética 
 25 
<220> 
<221> CDS  
<222> (1)..(21) 

 
<400> 76 30 
 

 
 
<210> 77 
<211> 7  35 
<212> PRT  
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Construcción sintética  40 
 
<400> 77 
 

 
 45 
<210> 78  
<211> 21  
<212> ADN  
<213> Artificial 
 50 
<220> 
<223> Sintética 
 
<220> 
<221> CDS  55 
<222> (1)..(21) 
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<400> 78 
 

 
 
<210> 79  5 
<211> 7  
<212> PRT  
<213> Artificial 
 
<220> 10 
<223> Construcción sintética  
 
<400> 79 
 

 15 
 
<210> 80  
<211> 108  
<212> PRT  
<213> Artificial 20 
 
<220> 
<223> Sintética  
 
<400> 80 25 
 

 

 
 
<210> 81  30 
<211> 50  
<212> ADN  
<213> Artificial 
 
<220> 35 
<223> Sintética  
 
<400>81 
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<210> 82  
<211> 9652  
<212> ADN  5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Sintética  
 10 
<400> 82 
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<210> 83  
<211> 10867  
<212> ADN  5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Sintética  
 10 
<400> 83 
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<210> 84  
<211> 23  
<212> ADN  5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Sintética  
 10 
<400> 84 

 
 
<210> 85 
<211> 23  15 
<212> ADN  
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<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Sintética  
 5 
<400> 85 

 
 
<210> 86  
<211> 21  10 
<212> ADN  
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Sintética  15 
 
<400> 86 

 
 
<210> 87  20 
<211> 22  
<212> ADN  
<213> Artificial 
 
<220> 25 
<223> Sintética  
 
<400> 87 

 
 30 
<210> 88  
<211>21  
<212> ADN  
<213> Artificial 
 35 
<220> 
<223> Sintética  
 
<400> 88 

 40 
 
<210> 89  
<211> 20  
<212> ADN  
<213> Artificial 45 
 
<220> 
<223> Sintética  
 
<400> 89 50 

 
 
<210> 90  
<211> 22  
<212> ADN  55 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Sintética  
 60 
<400> 90 

 
 
<210>91  
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<211> 24  
<212> ADN  
<213> Artificial 
 
<220> 5 
<223> Sintética  
 
<400> 91 

 
 10 
<210> 92  
<211> 16  
<212> ADN  
<213> Artificial 
 15 
<220> 
<223> Sintética  
 
<400> 92 

 20 
 
<210> 93  
<211> 17  
<212> ADN  
<213> Artificial 25 
 
<220> 
<223> Sintética  
 
<400> 93 30 

 
 
<210> 94  
<211> 39  
<212> PRT  35 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Sintética  
 40 
<400> 94 
 

 

 
 45 
<210> 95  
<211> 39  
<212> PRT  
<213> Artificial 
 50 
<220> 
<223> Sintética  
 
<400> 95 
 55 
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<210> 96  
<211> 39  
<212> PRT  5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Sintética  
 10 
<400> 96 
 

 
 
<210> 97  15 
<211> 38  
<212> PRT  
<213> Artificial 
 
<220> 20 
<223> Sintética  
 
<400> 97 
 

 25 
 
<210> 98  
<211> 39  
<212> PRT  
<213> Artificial 30 
 
<220> 
<223> Sintética  
 
<400> 98 35 
 

ES 2 678 221 T3

 



117 

 
 
<210> 99  
<211> 39  
<212> PRT  5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Sintética  
 10 
<400> 99 
 

 
 
<210> 100  15 
<211> 39  
<212> PRT  
<213> Artificial 
 
<220> 20 
<223> Sintética  
 
<400> 100 
 

 25 
 
<210> 101  
<211> 39  
<212> PRT  
<213> Artificial 30 
 
<220> 
<223> Sintética  
 
<400> 101 35 
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<210> 102  
<211> 39  
<212> PRT  5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Sintética  
 10 
<400> 102 
 

 
 
<210> 103  15 
<211> 39 
<212> PRT  
<213> Artificial 
 
<220> 20 
<223> Sintética  
 
<400> 103 
 

 25 
 
<210> 104  
<211> 39  
<212> PRT  
<213> Artificial 30 
 
<220> 
<223> Sintética  
 
<400> 104 35 
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<210> 105  
<211> 51  
<212> ADN  5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Sintética  
 10 
<400> 105 

 
 
<210> 106  
<211> 51  15 
<212> ADN  
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Sintética 20 

 
<400> 106 

 
 
<210> 107  25 
<211> 51  
<212> ADN  
<213> Artificial 
 
<220> 30 
<223> Sintética  
 
<400> 107 

 
 35 
<210> 108  
<211> 41  
<212> ADN  
<213> Artificial 
 40 
<220> 
<223> Sintética  
 
<400> 108 

 45 
 
<210> 109  
<211> 60  
<212> ADN  
<213> Artificial 50 
 
<220> 
<223> Sintética  
 
<400> 109 55 
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<210> 110  
<211> 60  
<212> ADN  5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Sintética  
 10 
<400> 110 

 
 
<210> 111  
<211> 18  15 
<212> ADN  
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Sintética  20 
 
<400> 111 

 
 
<210> 112  25 
<211> 19  
<212> ADN  
<213> Artificial 
 
<220> 30 
<223> Sintética  
 
<400> 112 

 
 35 
<210> 113  
<211> 18  
<212> ADN  
<213> Artificial 
 40 
<220> 
<223> Sintética  
 
<400> 113 

 45 
 
<210> 114  
<211> 17  
<212> ADN  
<213> Artificial 50 
 
<220> 
 
<223> Sintética  
 55 
<400> 114 

 
 
<210> 115  
<211> 19  60 
<212> ADN  
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Sintética  65 
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<400> 115 

 
 
<210> 116  5 
<211> 23  
<212> ADN  
<213> Artificial 
 
<220> 10 
<223> Sintética  
 
<400> 116 

 
 15 
<210> 117  
<211> 51  
<212> ADN 
<213> Artificial 
 20 
<220> 
<223> Sintética  
 
<400> 117 

 25 
 
<210> 118  
<211> 54  
<212> ADN  
<213> Artificial 30 
 
<220> 
<223> Sintética  
 
<400> 118 35 

 
 
<210> 119  
<211> 54  
<212> ADN  40 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Sintética  
 45 
<400> 119 

 
 
<210> 120  
<211> 41  50 
<212> ADN  
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Sintética  55 
 
<400> 120 

 
 
<210> 121  60 
<211> 56  
<212> ADN  
<213> Artificial 
 
<220> 65 
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<223> Sintética  
 
<400> 121 

 
 5 
<210> 122  
<211> 56  
<212> ADN  
<213> Artificial 
 10 
<220> 
<223> Sintética  
 
<400> 122 

 15 
 
<210> 123  
<211> 19  
<212> ADN  
<213> Artificial 20 
 
<220> 
<223> Sintética  
 
<400> 123 25 

 
 
<210> 124  
<211> 19  
<212> ADN  30 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Sintética  
 35 
<400> 124 

 
 
<210> 125  
<211> 18  40 
<212> ADN  
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Sintética  45 
 
<400> 125 

 
 
<210> 126  50 
<211> 17  
<212> ADN  
<213> Artificial 
 
<220> 55 
<223> Sintética  
 
<400> 126 

 
 60 
<210> 127  
<211> 19  
<212> ADN  
<213> Artificial 
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123 

 
<220> 
<223> Sintética  
 
<400> 127 5 

 
 
<210> 128  
<211> 23  
<212> ADN  10 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Sintética  
 15 
<400> 128 

 
 
<210> 129  
<211> 22  20 
<212> ADN  
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Sintética  25 
 
<400> 129 

 
 
<210> 130  30 
<211> 22  
<212> ADN  
<213> Artificial 
 
<220> 35 
<223> Sintética  
 
<400> 130 

 
 40 
<210> 131  
<211> 95  
<212> PRT  
<213> Artificial 
 45 
<220> 
<223> Sintética  
 
<400> 131 
 50 
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<210> 132  
<211> 96  
<212> PRT  5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Sintética  
 10 
<400> 132 
 

 
 
<210> 133  15 
<211> 95  
<212> PRT  
<213> Artificial 
 
<220> 20 
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<223> Sintética  
 
<400> 133 
 

 5 
 
<210> 134  
<211> 95  
<212> PRT  
<213> Artificial 10 
 
<220> 
<223> Sintética  
 
<400> 134 15 
 

 
 
<210> 135  
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<211> 95  
<212> PRT  
<213> Artificial 
 
<220> 5 
<223> Sintética  
 
<400> 135 
 

 10 
 
<210> 136  
<211> 506  
<212> ADN  
<213> Desconocido 15 
 
<220> 
<223> mamífero  
 
<400> 136 20 
 

 
 
<210> 137  
<211> 134  25 
<212> PRT  
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<213> Desconocido 
 
<220> 
<223> mamífero  
 5 
<400> 137 
 

 

 
 10 
<210> 138  
<211> 263  
<212> ADN  
<213> Mus musculus 

 15 
<400> 138 
 

 
 
<210> 139  20 
<211> 2239  
<212> ADN  
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<213> Homo sapiens 
 
<400> 139 
 

 5 
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<210> 140  
<211> 200  
<212> ADN 5 
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<213> Homo sapiens  
 
<400> 140 
 

 5 
 
<210> 141  
<211> 255  
<212> ADN  
<213> Mus musculus 10 

 
<400> 141 
 

 
 15 
<210> 142  
<211> 4798  
<212> ADN  
<213> Desconocido 
 20 
<220> 
<223> mamífero 
 
<400> 142 
 25 
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ES 2 678 221 T3

 



132 
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<210> 143  
<211> 8  
<212> PRT  5 
<213> Desconocido 
 
<220> 
<223> mamífero  
 10 
<400> 143 
 

 
 
<210> 144  15 
<211> 5  
<212> PRT  
<213> Desconocido 
 
<220> 20 
<223> mamífero 
 
<400> 144 
 

 25 
 
<210> 145  
<211> 445  
<212> ADN  
<213> Desconocido 30 
 
<220> 
<223> mamífero 
 
<400> 145 35 
 

 
 
<210> 146  
<211> 448  40 
<212> ADN  
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<213> Desconocido 
 
<220> 
<223> mamífero 
 5 
<400> 146 
 

 
 
<210> 147  10 
<211> 430  
<212> ADN  
<213> Desconocido 
 
<220> 15 
<223> mamífero 
 
<400> 147 
 

 20 
 
<210> 148  
<211> 433  
<212> ADN  
<213> Desconocido 25 
 
<220> 
<223> mamífero 
 
<400> 148 30 
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<210> 149  
<211> 141  
<212> PRT  5 
<213> Desconocido 
 
<220> 
<223> mamífero 
 10 
<400> 149 
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<210> 150  
<211> 140  
<212> PRT  
<213> Desconocido 
 5 
<220> 
<223> mamífero 
 
<400> 150 
 10 

 
 
<210> 151  
<211> 17  
<212> ADN  15 
<213> Desconocido 
 
<220> 
<223> mamífero 
 20 
<400> 151 

 
 
<210> 152  
<211> 21  25 
<212> ADN  
<213> Desconocido 
 
<220> 
<223> mamífero  30 
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<400> 152 

 
 
<210> 153  5 
<211> 18  
<212> ADN 
<213> Desconocido 
 
<220> 10 
<223> mamífero 
 
<400> 153 

 
 15 
<210> 154  
<211> 20  
<212> ADN  
<213> Desconocido 
 20 
<220> 
<223> mamífero 
 
<400> 154 

 25 
 
<210> 155  
<211> 25  
<212> ADN  
<213> Desconocido 30 
 
<220> 
<223> mamífero 
 
<400> 155 35 

 
 
<210> 156  
<211> 20  
<212> ADN  40 
<213> Desconocido 
 
<220> 
<223> mamífero 
 45 
<400> 156 

 
 
<210> 157  
<211> 18  50 
<212> ADN  
<213> Desconocido 
 
<220> 
<223> mamífero 55 
 
<400> 157 

 
 
<210> 158  60 
<211> 25  
<212> ADN  
<213> Desconocido 
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<220> 
<223> mamífero  
 
<400> 158 

 5 
 
<210> 159  
<211> 23  
<212> ADN  
<213> Desconocido 10 
 
<220> 
<223> mamífero 
 
<400> 159 15 

 
 
<210> 160  
<211> 19  
<212> ADN  20 
<213> Desconocido 
 
<220> 
<223> mamífero 
 25 
<400> 160 

 
 
<210> 161  
<211> 26  30 
<212> ADN  
<213> Desconocido 
 
<220> 
<223> mamífero 35 
 
<400> 161 

 
 
<210> 162  40 
<211> 18  
<212> ADN  
<213> Desconocido 
 
<220> 45 
<223> mamífero 
 
<400> 162 

 
 50 
<210> 163  
<211> 20  
<212> ADN  
<213> Desconocido 
 55 
<220> 
<223> mamífero 
 
<400> 163 

 60 
 
<210> 164  
<211> 24  
<212> ADN  
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<213> Desconocido 
 
<220> 
<223> mamífero 
 5 
<400> 164 

 
 
<210> 165  
<211> 21  10 
<212> ADN  
<213> Desconocido 
 
<220> 
<223> mamífero 15 
 
<400> 165 

 
 
<210> 166  20 
<211> 20  
<212> ADN  
<213> Desconocido 
 
<220> 25 
<223> mamífero 
 
<400> 166 

 
 30 
<210> 167  
<211> 32  
<212> ADN  
<213> Desconocido 
 35 
<220> 
<223> mamífero 
 
<400> 167 

 40 
 
<210> 168  
<211> 21  
<212> ADN  
<213> Desconocido 45 
 
<220> 
<223> mamífero 
 
<400> 168 50 

 
 
<210> 169 
<211> 19  
<212> ADN  55 
<213> Desconocido 
 
<220> 
<223> mamífero 
 60 
<400> 169 

 
 
<210> 170  
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<211> 23  
<212> ADN  
<213> Desconocido 
 
<220> 5 
<223> mamífero 
 
<400> 170 

 
 10 
<210> 171  
<211> 17  
<212> ADN  
<213> Desconocido 
 15 
<220> 
<223> mamífero 
 
<400> 171 

 20 
 
<210> 172  
<211> 23  
<212> ADN  
<213> Desconocido 25 
 
<220> 
<223> mamífero 
 
<400> 172 30 

 
 
<210> 173  
<211> 32  
<212> ADN  35 
<213> Desconocido 
 
<220> 
 
<223> mamífero 40 
 
<400> 173 

 
 
<210> 174  45 
<211> 25  
<212> ADN  
<213> Desconocido 
 
<220> 50 
<223> mamífero 
 
<400> 174 

 
 55 
<210> 175  
<211> 28  
<212> ADN  
<213> Desconocido 
 60 
<220> 
<223> mamífero  
 
<400> 175 
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<210> 176  
<211> 27  
<212> ADN  5 
<213> Desconocido 
 
<220> 
<223> mamífero 
 10 
<400> 176 

 
 
<210> 177  
<211> 26  15 
<212> ADN  
<213> Desconocido 
 
<220> 
<223> mamífero 20 
 
<400> 177 

 
 
<210> 178  25 
<211> 20  
<212> ADN  
<213> Desconocido 
 
<220> 30 
<223> mamífero 
 
<400> 178 

 
 35 
<210> 179  
<211> 30  
<212> ADN  
<213> Desconocido 
 40 
<220> 
<223> mamífero 
 
<400> 179 

 45 
 
<210> 180  
<211> 21  
<212> ADN  
<213> Desconocido 50 
 
<220> 
<223> mamífero 
 
<400> 180 55 

 
 
<210> 181  
<211> 17  
<212> ADN  60 
<213> Desconocido 
 
<220> 
<223> mamífero 
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<400> 181 

 
 
<210> 182  5 
<211> 24  
<212> ADN  
<213> Desconocido 
 
<220> 10 
<223> mamífero 
 
<400> 182 

 
 15 
<210> 183  
<211> 24  
<212> ADN  
<213> Desconocido 
 20 
<220> 
<223> mamífero 
 
<400> 183 

 25 
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REIVINDICACIONES 
 
1. Una rata o ratón que en su genoma de línea germinal comprende, en un locus de cadena pesada de 
inmunoglobulina endógena, una secuencia de nucleótidos de región variable de cadena pesada de inmunoglobulina 
humana reordenada bajo el control de un promotor y unida operativamente a una secuencia génica de región 5 
constante de cadena pesada endógena, en la que la secuencia de nucleótidos de región variable de cadena pesada 
reordenada codifica la secuencia de VH3-23/X1X2/JH, en la que X1 y X2 es cualquier aminoácido, y en la que todos 
los segmentos génicos VH, DH y JH funcionales endógenos están delecionados del locus de cadena pesada de 
inmunoglobulina endógena o se han hecho no funcionales. 
 10 
2. La rata o el ratón de la reivindicación 1, en la que: 
 

(a) X1 es Gly y X2 es Tyr; 
(b) el segmento génico JH humano se selecciona del grupo que consiste en JH1, JH2, JH3, JH4, JH5, JH6 y una 
variante polimórfica de los mismos; o 15 
(c) la secuencia de nucleótidos de región variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada 
codifica la secuencia de VH3-23/GY/JH4-4 humana (SEQ ID NO: 137). 

 
3. El ratón según la reivindicación 1. 
 20 
4. La rata o el ratón de la reivindicación 1, en el que la secuencia génica de la región constante de cadena pesada 
se selecciona de un CH1, una bisagra, un CH2, un CH3 y una combinación de los mismos. 
 
5. La rata o el ratón de la reivindicación 1, en la que: 
 25 

(a) todos los segmentos génicos VH, DH y JH funcionales endógenos se reemplazan por la secuencia de 
nucleótidos de región variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada; 
(b) un dominio variable de cadena pesada de inmunoglobulina codificado por la secuencia de nucleótidos de 
región variable de cadena pesada reordenada, no es inmunógeno para la rata o el ratón; o 
(c) la rata o el ratón comprende un gen Adam6a, un gen Adam6b, o ambos. 30 

 
6. La rata o el ratón de la reivindicación 1, en la que la rata o el ratón comprende adicionalmente una secuencia de 
nucleótidos que codifica un segmento génico V de cadena ligera (VL) de inmunoglobulina humana no reordenada y 
un segmento génico J de cadena ligera (JL) de inmunoglobulina humana no reordenada. 
 35 
7. La rata o el ratón de la reivindicación 6, en la que: 
 

(a) la secuencia de nucleótidos que codifica el segmento génico V de cadena ligera (VL) no reordenada y el 
segmento génico de cadena ligera (JL) no reordenada, está unida operativamente a una secuencia génica de 
región constante de cadena ligera de inmunoglobulina; o 40 
(b) el segmento génico de cadena ligera (VL) de inmunoglobulina humana no reordenada y el segmento génico 
(JL) de inmunoglobulina humana no reordenada están unidos operativamente, en un locus endógeno de rata o 
de ratón, a una secuencia génica de región constante de inmunoglobulina de rata o de ratón. 

 
8. La rata o el ratón de la reivindicación 7, en la que la secuencia génica de región constante de cadena ligera se 45 
selecciona de una secuencia génica de región constante de rata, una secuencia génica de región constante de ratón 
o una secuencia génica de región constante humana. 
 
9. La rata o el ratón de la reivindicación 8, en la que la secuencia génica de región constante de rata o de ratón se 
selecciona de una secuencia génica de región constante de ratón y una secuencia génica de región constante de 50 
rata. 
 
10. Un método de creación de una rata o un ratón, comprendiendo el método: 
 

(a) modificar un genoma de una rata o de un ratón para delecionar o hacer no funcionales los segmentos génicos 55 
VH, DH y JH de cadena pesada de inmunoglobulina funcional endógena; y 
(b) colocar en el genoma, en el locus de cadena pesada de inmunoglobulina endógena, una secuencia de 
nucleótidos de región variable de cadena pesada de inmunoglobulina reordenada, en el que la secuencia de 
nucleótidos de la región variable de cadena pesada reordenada, codifica la secuencia de VH3-23/X1X2/JH unida 
operativamente a una secuencia de región constante de cadena pesada endógena, en la que X1 y X2 es 60 
cualquier aminoácido. 

 
11. La rata o el ratón de la reivindicación 1, que adicionalmente comprende en su genoma: 
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un locus de cadena ligera de inmunoglobulina que comprende uno o más segmentos génicos VL y JL de cadena 
ligera de inmunoglobulina humana, pero menos que el número de segmentos de tipo silvestre, unidos 
operativamente a una secuencia de ácido nucleico de región constante de cadena ligera. 

 
12. La rata o el ratón de la reivindicación 11, en la que: 5 
 

(a) X1 es Gly y X2 es Tyr; 
(b) el segmento génico JH humano se selecciona del grupo que consiste en JH1, JH2, JH3, JH4, JH5, JH6 y una 
variante polimórfica de los mismos; 
(c) la secuencia de nucleótidos de región variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada 10 
codifica la secuencia de VH3-23/GY/JH4-4 humana (SEQ ID NO: 137); 
(d) el uno o más segmentos génicos VL y JL de cadena ligera de inmunoglobulina humana, pero menos que el 
número de segmentos de tipo silvestre, están unidos operativamente a la secuencia de ácido nucleico de región 
constante de cadena ligera de un locus endógeno; 
 (e) el locus de cadena ligera de inmunoglobulina comprende dos segmentos génicos VL humanos, Vκ1-39 y 15 
Vκ3-20; 
(f) al menos uno de los segmentos génicos VL o JL de cadena ligera humana, codifica uno o más codones de 
histidina que no están codificados por un segmento génico de región variable de cadena ligera de la línea 
germinal humana correspondiente; o 
(g) al menos uno de los segmentos génicos VL comprende una adición o sustitución de al menos un codón no de 20 
histidina codificado por la secuencia del segmento VL de la línea germinal humana correspondiente, con un 
codón de histidina. 

 
13. La rata o el ratón modificado de la reivindicación 12, en la que el codón de histidina añadido o sustituido está 
presente en la CDR3. 25 
 
14. Un método para obtener una secuencia de ácido nucleico que codifica un dominio variable de cadena ligera (VL) 
de inmunoglobulina capaz de unirse a un antígeno independientemente de un dominio variable de cadena pesada, 
que comprende: 
 30 

(a) inmunizar a una rata o a un ratón según la reivindicación 11, 12 o 13, con un antígeno de interés o con un 
inmunógeno del mismo; 
(b) permitir que la rata o el ratón genere una respuesta inmunitaria; 
(c) aislar, de la rata o del ratón inmunizado, una célula que comprenda una secuencia de ácido nucleico que 
codifique un dominio variable de cadena ligera que pueda unirse al antígeno; y 35 
(d) obtener de la célula, una secuencia de ácido nucleico que codifique el dominio variable de cadena ligera 
(dominio VL), que pueda unirse al antígeno. 

 
15. El método de la reivindicación 14, en el que: 
 40 

(i) la etapa de aislamiento (c) se realiza por separación de células activadas por fluorescencia (FACS) o 
citometría de flujo; 
(ii) la célula que comprende la secuencia de ácido nucleico que codifica el dominio variable de cadena ligera que 
se une al antígeno, es un linfocito, en el que opcionalmente el linfocito comprende linfocitos citolíticos naturales, 
linfocitos T o linfocitos B; 45 
(iii) el método comprende adicionalmente: (c)’ la fusión del linfocito con una célula cancerosa, siendo 
opcionalmente la célula cancerosa una célula de mieloma; 
(iv) la secuencia de ácido nucleico de (d) está fusionada con una secuencia de ácido nucleico que codifica una 
secuencia de ácido nucleico de región constante de inmunoglobulina; 
(v) la secuencia de ácido nucleico de región constante de cadena ligera es una secuencia kappa humana o una 50 
secuencia lambda humana; 
(vi) la secuencia de ácido nucleico de (d) comprende una o más sustituciones o inserciones de codones de 
histidina que proceden del segmento génico VL no reordenado en el genoma del roedor. 

 
16. Un método para crear una proteína de unión a antígeno, que comprende un dominio variable de cadena ligera de 55 
inmunoglobulina que puede unirse a un antígeno independientemente de un dominio variable de cadena pesada, 
que comprende: 
 

(a) inmunizar a una rata o a un ratón modificado genéticamente según la reivindicación 11, 12 o 13, con un 
primer antígeno que comprende un primer epítopo o una parte inmunógena del mismo, en el que el roedor 60 
comprende adicionalmente en su genoma: 

 
(i) dos o más segmentos génicos de región variable de cadena ligera (VL y JL) de inmunoglobulina humana, 
pero menos que el número de segmentos de tipo silvestre, unidos operativamente a una secuencia de ácido 
nucleico de región constante de cadena ligera de inmunoglobulina; 65 
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(b) permitir que la rata o el ratón genere una respuesta inmunitaria contra el primer epítopo o parte inmunógena 
del mismo; 
(c) aislar, de la rata o del ratón, una célula que comprenda una secuencia de ácido nucleico que codifique un 
dominio variable de cadena ligera que se una específicamente al primer epítopo o a la parte inmunógena del 
mismo; 5 
(d) obtener, de la célula de (c), la secuencia de ácido nucleico que codifique el dominio variable de cadena ligera 
que se una específicamente al primer epítopo o a la parte inmunógena del mismo; 
(e) emplear la secuencia de ácido nucleico de (d), en una construcción de expresión, fusionada a una secuencia 
de ácido nucleico de región constante de inmunoglobulina humana; y 
(f) expresar la secuencia de ácido nucleico de (d), en una línea celular de producción que exprese una cadena 10 
pesada de inmunoglobulina humana que se una específicamente a un segundo antígeno o epítopo para formar 
una proteína de unión a un antígeno, cuya cadena ligera esté codificada por el ácido nucleico de (d), y que se 
una al primer epítopo o a la parte inmunógena del mismo independientemente de la cadena pesada, y cuya 
cadena pesada se una específicamente al segundo antígeno o epítopo. 

 15 
17. El método de la reivindicación 16, en el que: 
 

(a) al menos uno de los segmentos génicos VL o JL de cadena ligera humana, codifica uno o más codones de 
histidina que no están codificados por un segmento génico variable de cadena ligera de la línea germinal humana 
correspondiente; 20 
(b) el primer epítopo 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 antígeno o epítopo procede de un antígeno soluble; 
(d) el segundo antígeno o epítopo procede de un receptor de superficie celular; o 
(e) el primer antígeno es un receptor Fc, el segundo antígeno es una proteína soluble y la proteína de unión a 25 
antígeno comprende una o más sustituciones e inserciones de histidina procedentes del segmento génico VL en 
el genoma de la rata o del ratón. 

 
18. Una célula procedente de la rata o del ratón 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 30 
nucleótidos de región variable de cadena pesada de inmunoglobulina humana reordenada, en la que la secuencia de 
nucleótidos de región variable de cadena pesada reordenada codifica la secuencia de VH3-23/X1X2/JH, en la que X1 
y X2 es cualquier aminoácido y en la que todos los segmentos génicos VH, DH y JH funcionales endógenos están 
delecionados del locus de cadena pesada de inmunoglobulina endógena o se hacen no funcionales. 
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