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DESCRIPCION
Células, vertebrados, poblaciones y métodos

Campo de la invencion
La invencion se refiere a células y vertebrados no humanos para producir cadenas de anticuerpos, en particular para

su uso en la produccién de anticuerpos multiespecificos Utiles para terapia o diagnostico.

Antecedentes

Los anticuerpos son una clase de farmacos en rapido crecimiento. Un anticuerpo tipico de 4 cadenas contiene dos
cadenas pesadas idénticas y dos cadenas ligeras idénticas, que forman una molécula con caracteristicas de unién a
antigeno bivalentes y monoespecificas. El anticuerpo biespecifico es una nueva clase de farmaco que puede unirse a
dos antigenos diferentes o dos epitopos diferentes del mismo antigeno al mismo tiempo. Existen varias aplicaciones
de anticuerpos biespecificos para el tratamiento de enfermedades. La aplicacion mas ampliamente usada de este
concepto es la inmunoterapia contra el cancer, donde los anticuerpos biespecificos captan células T citotdxicas y las
dirigen a células tumorales que van a destruirse. También pueden aplicarse para bloquear simultdneamente dos
dianas (Klein, C et al. MABs. 2016. 8: 1010-20.), o actuar como cofactor para una ruta enzimatica (Kitazawa, T. et al.
Nat Med. 2012. 18: 1570-4.). Se han aprobado para la terapia dos anticuerpos biespecificos, catumaxomab (anti-
EpCAM x anti-CD3) y blinatumomab (anti-19 x anti-CD3), y actualmente se encuentran en desarrollo clinico varios
anticuerpos biespecificos adicionales. Hay cinco grupos estructurales diferentes para los anticuerpos biespecificos: (i)
IgG biespecifica (BslgG) (ii) IgG unida a un resto de unién a antigeno adicional (i) fragmentos de BsAb (iv) proteinas
de fusién biespecificas y (v) conjugados de BsAb (Spiess, C. et al. Mol. Immunol. 2015. 67:95-106). Entre ellos, BslgG
es un anticuerpo biespecifico con un peso molecular cercano al de una molécula de IgG. Por lo general, tiene
caracteristicas bioldégicas y biofisicas similares a las de una IgG tipica. La produccion de BslgG mediante la
coexpresion de los dos anticuerpos en células es un gran desafio debido al bajo rendimiento de la BslgG deseada y
la dificultad para eliminar moléculas de IgG mal emparejadas estrechamente relacionadas. Dos cadenas pesadas
pueden formar homodimeros asi como heterodimeros deseados. Ademas, las cadenas ligeras pueden no emparejarse
con cadenas pesadas no afines. En consecuencia, la coexpresién de dos anticuerpos da como resultado nueve
especies de IgG no deseadas y solo una BslgG deseada debido a los problemas de apareamiento de cadenas pesadas
y de apareamiento de cadenas ligeras.

La ingenieria de cadenas pesadas para favorecer la heterodimerizacion se ha demostrado mediante la tecnologia de
“boton en ojal” (Ridgway, JB et al. Protein Eng. 1996. 9: 617-21.; Atwell, S. et al. J. Mol. Biol. 1997. 270: 26-35) o la
tecnologia de “emparejamiento de cargas” (Gunasekaran, K. et al. J. Biol. Chem. 2010. 285: 19637-46.; Strop, P. et
al. J. Mol. 2012. 420: 204-19). Estas tecnologias tienen como objetivo resolver el problema del emparejamiento de
cadenas pesadas. El problema del emparejamiento de cadenas ligeras se obvia mediante la expresion de anticuerpos
usando cadenas ligeras comunes (Merchant, M. et al. Nat. Biotechnol. 1998. 16: 677-81). Al aplicar las tecnologia de
“botdn en ojal” o de “emparejamiento de cargas” y tecnologias de cadenas ligeras comunes, la coexpresion de una
cadena ligera y dos cadenas pesadas da como resultado una BslgG dominante y tres especies menores de
emparejamiento incorrecto. La tecnologia de botén en ojal se describe en los documentos US 5,731,168 y
WQ098/50431. Se han aplicado etapas de purificaciéon usando intercambio catidnico (Sampei, Z. et al. PLoS One. 2013.
8: e57479) o unién a proteina A diferencial (Smith, E.J. et al. Sci. Rep. 2015. 5: 17943) para aislar esta BslgG
expresada dominante.

Es un desafio identificar una cadena ligera comun para BslgG. El emparejamiento forzado de cadenas pesadas y
ligeras no afines suele dar como resultado un bajo rendimiento de expresion o inestabilidad de las moléculas. Se ha
usado el barajado de cadenas ligeras entre dos cadenas ligeras emparejadas afines para identificar la cadena ligera
comun (Sampei, Z. et al. PLoS One. 2013. 8: €57479). Sin embargo, esto requiere etapas tediosos y mucho esfuerzo,
y el resultado también es incierto. En comparaciéon con este método, se promete que la tecnologia “transgénica de
cadenas ligeras comunes” sera mas sencilla y directa, y se basara en la seleccioén in vivo para generar las moléculas
de emparejamiento naturales. En estas aplicaciones, se usan ratones modificados por ingenieria genética para que
contengan sélo una secuencia codificante de cadena ligera quimérica (regiones variables humanas y constantes de
ratén) para identificar anticuerpos que comparten una cadena ligera similar pero no necesariamente idéntica porque
la secuencia de cadena ligera reordenada insertada todavia es susceptible a la hipermutacién somatica (SHM). La
eleccién de la cadena ligera insertada también es limitada, ya que se basa en ratones con transmisién por linea
germinal con una insercion de secuencia de cadena ligera. Los documentos W(02004/106375, W02009/1577771,
EP2147594 y W0O2014/160179 analizan técnicas relevantes para la produccion de anticuerpos biespecificos y ratones
con cadenas ligeras comunes.

El documento EP2147594 da a conocer animales no humanos transgénicos que comprenden un acido nucleico que
codifica una cadena ligera de inmunoglobulina, mediante lo cual la cadena ligera de inmunoglobulina es humana, de
tipo humano o humanizada. El acido nucleico esta provisto de un medio que lo hace resistente a reordenamientos y/o
hipermutaciones somaticas del ADN.

Declaracion de la invencién
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La invencién es tal como se define en las reivindicaciones adjuntas.

Los inventores se dieron cuenta de que la provisién de una secuencia de regién variable codificante de dominio V en
3’ del potenciador intrénico en un locus de cadena de anticuerpo minimiza la SHM de la region V, lo que permite que
la invencién se use para identificar y usar cadenas ligeras comunes verdaderas, dominios VL y dominios VH que
pueden emparejarse con estas para producir sitios de unién a antigeno.

A continuacion se proporcionan ejemplos adicionales por medio de experimentos y datos elaborados.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1

Un esquema de la estrategia de direccionamiento para generar un alelo de cadena ligera comun. El potenciador
intronico k de ratén y la regién constante k de raton (4,6 kb) en células ES de ratén se reemplazaron por un fragmento
de ADN sintetizado de 6,8 kb, que contiene un casete EF1a-Puro-2A-EGFP, el promotor natural y el péptido sefial de
V) 3-21 humano, potenciador intrénico k de ratén, asi como un alelo de cadena ligera lambda comdn humana
recombinada de un anticuerpo que se une especificamente a la diana X.

Figura 2

Un esquema de la estrategia de clasificacion para aislar células B del bazo que expresan anticuerpos con una cadena
ligera A humana y se unen especificamente a la diana X humana de un ratén quimera con insercién de cadena ligera
comun. La estrategia de clasificacién implicé la seleccién de linfocitos, seguida de la seleccion de células individuales,
seguida de la seleccion de células vivas, seguida de la seleccion de células B CD19+ y finalmente la seleccion de
células positivas para lambda humana y positivas para antigeno (diana X). SSC: dispersion lateral. FSC: dispersién
hacia adelante. SSC-A: area de dispersion lateral.

Figura 3

Graficos de clasificacién que muestran el aislamiento de células B que expresan anticuerpos con una cadena ligera A
humana y se unen especificamente a la diana X humano de un ratén quimera con insercién de cadena ligera comun.
Los graficos A-F son graficos de clasificacién y muestran el flujo de clasificacién. Las células seleccionadas en la
primera clasificacién se utilizaron para la clasificacion posterior y el proceso de seleccién continué. A. Grafico de
clasificacion seleccionando linfocitos. SSC-A (area de dispersion lateral) frente a FSC-A (area de dispersiéon hacia
delante). B. Gréfico de clasificacion seleccionando células individuales. FSC-W (ancho de la dispersién hacia adelante)
frente a FSC-A (area de dispersion hacia adelante). C. Grafico de clasificacion seleccionando células individuales.
SSC-W (ancho de la dispersion lateral) frente a SSC-A (area de dispersion lateral). D. Grafico de clasificacion
seleccionando células vivas. SSC-A (area de dispersion lateral) frente a 7-AAD vivo/muerto. E. Grafico de clasificacion
seleccionando células B CD19*. El eje Y indica los marcadores utilizados frente a CD19-PB. F. Grafico de clasificacion
de células B que expresan la cadena ligera lambda humana y se unen especificamente a la diana X humana. Antigeno
diana X humana marcado con AF647 frente a cadena ligera lambda humana marcada con PE.

Figura 4
Las regiones VL de las cadenas ligeras recuperadas mediante NGS llevan todas esencialmente las mismas 6
mutaciones distintas de linea germinal que el alelo de cadena ligera comudn de insercion.

Figura 5

Los ratones quimera generados a partir de blastocistos Rag” microinyectados con células ES seleccionadas como
diana (Rag” seleccionadas como diana) tenian un ndmero total similar de células de bazo viables en comparacion
con los ratones de tipo silvestre (Tipo Silvestre).

Figura 6

Los ratones quimera generados a partir de blastocistos Rag™ microinyectados con células ES seleccionadas como
diana (Rag™ seleccionadas como diana) tenian un nimero similar de células B positivas para CD19 y positivas para
B220 en comparacién con los ratones de tipo silvestre (Tipo Silvestre).

Figura 7

El porcentaje de poblacion de células B de bazo positivas para CD19 y positivas para B220 en ratones quimera
generados a partir de blastocistos Rag” microinyectados con células ES seleccionadas como diana (Rag™
seleccionadas como diana) fue similar al de los ratones de tipo silvestre (Tipo Silvestre).

Figura 8

El porcentaje de poblacion de células B de bazo positivas para CD19 y positivas para B220 en ratones quimera
generados a partir de blastocistos Rag” microinyectados con células ES seleccionadas como diana (Rag”
seleccionadas como diana) fue similar al de los ratones de tipo silvestre (Tipo Silvestre).

Figura 9
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El porcentaje de poblacion de células B IgG positivas para antigeno en ratones quimera generados a partir de
blastocistos Rag” microinyectados con células ES seleccionadas como diana (Rag™ seleccionadas como diana) fue
similar al de los ratones de tipo silvestre (Tipo Silvestre).

Descripcion detallada
Los aspectos del presente documento pueden expresarse en cuanto al vertebrado no humano que es un ratén, pero

debe entenderse que roedores, ratas, conejos o cualquier otro vertebrado no humano pueden ser adecuados para
realizar la presente invencion.

Los inventores se dieron cuenta de que la provision en un locus de cadena ligera o pesada de un anticuerpo de una
secuencia de regién variable codificante de dominio V en 3’ del potenciador intrénico en un locus de cadena de
anticuerpo minimiza la SHM de la regién V, lo que permite utilizar la invencioén para identificar cadenas ligeras o
pesadas comunes verdaderas. En algunas realizaciones, el locus es una version modificada de un locus de anticuerpo
endogeno de una célula de vertebrado de tipo silvestre o transgénica o de un vertebrado no humano. En otras
realizaciones, el locus no esta en un locus de cadena de anticuerpo endégeno, sino que esta comprendido por un
locus insertado en Rosa 26 u otra ubicacion donde el locus es capaz de expresar cadenas de anticuerpos. Por ejemplo,
el locus de la divulgacién esta compuesto por un transgén insertado al azar en el genoma de la célula o del vertebrado.
Al minimizar o eliminar la SHM de la regién V, es mas probable que la célula o tales células comprendidas en el
vertebrado expresen una Unica cadena ligera (es decir, “comun”). Cuando se elimina la SHM, la region variable expresa
solo un dnico tipo de dominio VL que puede emparejarse con diferentes dominios VH expresados por el vertebrado,
permitiendo de ese modo el cribado e identificacion de uno o mas dominios VH que pueden emparejarse
funcionalmente con VL para formar sitios de union VH/VL para un antigeno o epitopo. Incluso si puede producirse
alguna mutacién, la invencion restringe la posibilidad de esto de modo que la pureza de los dominios VL producidos
por la misma recombinacion VJ sea probablemente tal que predomine con diferencia un Gnico VL reordenado (por
ejemplo, a un nivel de al menos el 95 % o el 100 % como se describe adicionalmente a continuacién). Por lo tanto, de
manera (til, la expresion de una cadena ligera comun deseada puede predeterminarse (por ejemplo, proporcionando
una secuencia de region variable (o cadena ligera) reordenada conocida en el locus o transgén, tal como una
secuencia de regién variable (o cadena ligera) reordenada conocida que codifica un VL (o cadena ligera) de un
anticuerpo conocido que puede unirse especificamente a un antigeno o epitopo predeterminado. Ventajosamente, la
capacidad en las realizaciones para usar una secuencia de cadena ligera (por ejemplo, una VxJkCk humana
reordenada de un anticuerpo humano predeterminado de especificidad y/o afinidad de unién conocida por un antigeno
0 epitopo) es (til ya que los emparejamientos y la seleccién in vivo en el vertebrado de la invencidn es entonces posible
en el contexto de la cadena ligera humana completa que se usara en un producto de anticuerpo final (por ejemplo, un
medicamento de anticuerpo biespecifico).

Opcionalmente, la cadena ligera coman comprende o consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1, o
una secuencia de aminoacidos que es al menos el 70, 75, 80, 85, 90, 95, 96, 97, 98 0 99 % idéntica a la misma.
Opcionalmente, el dominio variable de la cadena ligera comin comprende o consiste en el dominio variable de la
secuencia de cadena ligera de SEQ ID NO: 1, opcionalmente con 5 0 menos, 4 0 menos, 3 0 menos, 2 o 1 cambio de
aminoacido. Cada cambio puede ser una delecién, sustitucién o adicion de un aminoacido. En un ejemplo, la secuencia
del dominio variable esta determinada por la numeracién de Kabat. En un ejemplo, la secuencia del dominio variable
esta determinada por la numeracién IMGT.

Se proporciona un ejemplo de un enfoque in vivo que utiliza el ratdon quimérico (u otro vertebrado no humano) para
identificar cadenas ligeras comunes para anticuerpos multi o biespecificos, en donde las células B del ratén se derivan
de células ES con locus de cadenas ligeras reordenadas y que expresan un repertorio de cadenas ligeras de
inmunoglobulinas con un nimero Unico o muy limitado de dominios variables de cadenas ligeras. El ratén quimérico
se genera, por ejemplo, a partir de blastocistos de ratén de tipo silvestre, desactivados para RAG o desactivados para
IgH, en los que se inyectan células ES de ratén que llevan la secuencia codificante de cadena ligera humana
reordenada de insercién y un locus de IgH humano o enddgeno no reordenado. La secuencia de ADN de la cadena
ligera humana reordenada se inserta de manera que pueda estar libre de hipermutacién somatica (SHM). Se
proporcionan métodos para producir tal ratbn quimérico u otro vertebrado no humano que expresa cadenas ligeras
comunes. Se proporcionan métodos para identificar anticuerpos de cadena ligera comun especificos de antigeno Utiles
como anticuerpos biespecificos (por ejemplo, para la terapia contra el cancer en un ser humano), al igual que tales
anticuerpos per sey las células que los expresan.

Un flujo de trabajo de ejemplo particular puede ser:-
1. obtener un primer anticuerpo que comprende primeros dominios VH y VL humanos, en donde el
anticuerpo se une especificamente a un primer antigeno predeterminado; u obtener secuencias de
nucleétidos que codifican dicho VL o la cadena ligera del anticuerpo;
2. obtener una célula ES de ratén transgénico que comprende un locus de IgH (en forma heterocigota
u homocigota), en donde el locus de IgH comprende una regién variable humanizada para expresar una
pluralidad de dominios VH humanos diferentes;
3. insertar una secuencia de nucleétidos que codifica la cadena ligera del anticuerpo o el VL del mismo
en el genoma de la célula ES, en donde la insercién es entre el Eix y Ck de un alelo del locus kappa del
genoma de la célula ES;
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4. opcionalmente, modificar el otro alelo del locus kappa para que no sea capaz de expresar cadenas
ligeras kappa, o modificar el alelo mediante lo cual se inserta una secuencia de nucleotidos que codifica la
cadena ligera del primer o segundo anticuerpo o el VL del mismo entre el Eik y Ck de dicho otro alelo del
locus kappa;

5. desarrollar la célula ES en un ratén (por ejemplo, implantando la célula ES en un blastocisto receptor
o embrion premorula (por ejemplo, un blastocisto o embridon premoérula desactivado para RAG y/o IgH) e
implantar el blastocisto o embrién premérula en un ratén hembra pseudoprefiado, mediante lo cual nacen
una o mas crias de la hembra), en donde el ratén o la(s) cria(s) asi desarrollado(s) comprende(n) al menos
un locus kappa que es capaz de expresar la cadena ligera 0 VL, en donde la cadena ligera o VL se
empareja con cadenas pesadas o VH expresadas por el raton para formar sitios de uniéon a antigeno
VH/VL;

6. opcionalmente, obtener ratones de progenie, en donde cada uno de la progenie comprende al menos
un locus kappa que es capaz de expresar la cadena ligera 0 VL, en donde la cadena ligera o VL se
empareja con cadenas pesadas o VH expresadas por el raton de progenie para formar sitios de union a
antigeno VH/VL;

7. inmunizar el ratén de la etapa 5 o dicho raton de progenie con un segundo antigeno, en donde los
antigenos primero y segundo son diferentes;

8. obtener de un ratén inmunizado de la etapa 7 (por ejemplo, usando PCR de ADN de una célula B
y/o tecnologia de hibridoma de una célula B de un ratén inmunizado de la etapa 7) una secuencia de
nucleétidos que codifica un VH (segundo VH) que se empareja con el VL (o un VH de una cadena pesada
que se empareja con el VL de la cadena ligera), en donde el segundo VH y el VL forman un sitio de unién
a antigeno que se une especificamente al segundo antigeno;

9. opcionalmente, insertar una secuencia de nucleétidos que codifica el primer VH, una secuencia de
nucleétidos que codifica el segundo VH y una secuencia de nucleétidos que codifica el VL en uno o mas
vectores de expresién o en el genoma de una o mas células huésped, estando cada secuencia de
nucleétidos de V en conexién operable en 5’ de una primera region CH, segunda CH o CL de anticuerpo,
respectivamente, para la expresion de primeras cadenas pesadas de anticuerpo, segundas cadenas
pesadas de anticuerpo o cadenas ligeras de anticuerpo, respectivamente; opcionalmente en donde las
regiones CH primera y segunda codifican los dominio CH primero y segundo que son dominios CH
humanos mutados que se emparejan entre si (por ejemplo, usando mutacién de pares de carga o0 mutacién
de botén en ojal} y/o en donde las cadenas primera y segunda tienen pl diferentes (por ejemplo, separados
por 0,5-1 unidad de pl);

10. opcionalmente, obtener células huésped de la etapa 9 y expresar las cadenas pesada y ligera en las
células huésped, mediante lo cual se producen anticuerpos biespecificos, comprendiendo cada uno de
ellos un primer par de cadena pesada/cadena ligera que comprende un sitio de uniéon VH/VL que es capaz
de unirse especificamente al primer antigeno, y un segundo par de cadena pesada/cadena ligera que
comprende un sitio de unién VH/VL que es capaz de unirse especificamente al segundo antigeno; y

11. opcionalmente, aislar dichos anticuerpos biespecificos.

Como alternativa, se utilizan epitopos primero y segundo de un antigeno en lugar de antigenos primero y segundo. En
una realizacion, el método comprende las etapas 1 2a8;1a9;1a 100 1 a 11. En un ejemplo, se proporciona un
método para obtener un anticuerpo biespecifico, comenzando el método en la etapa 7. En un ejemplo, se proporciona
un método para obtener un anticuerpo biespecifico, comenzando el método en la etapa 8. En un ejemplo, se
proporciona un método para obtener un anticuerpo biespecifico, comenzando el método en la etapa 9. En un ejemplo,
se proporciona un método para obtener un anticuerpo biespecifico, comenzando el método en la etapa 10. En un
ejemplo, se proporciona un método para obtener un anticuerpo biespecifico, comenzando el método en la etapa 11.

En un ejemplo, el repertorio de cadenas ligeras de cada ratén usado en la etapa 7 es al menos el 95, 96, 97, 98 o
99 % puro (0 100 % puro) para el VL. Esto puede determinarse, por ejemplo, obteniendo una muestra de células B
(por ejemplo, muestra de células B de bazo y/o médula 6sea) del ratén, obteniendo secuencias de nucleétidos que
codifican VL del mismo (por ejemplo, ARNm o ADNc) y llevando a cabo secuenciacién de Gltima generacion (NGS)
para determinar el porcentaje del VL (y cualquier otra especie de VL) en las secuencias de nucleétidos muestreadas.
El experto en la técnica estara familiarizado con las técnicas de NGS rutinarias. Asi, por gjemplo, en el presente
documento "95 % puro” con respecto al VL significa que el repertorio (por ejemplo, un repertorio muestreado del raton)
comprende secuencias (por ejemplo, ARNm, ADNc o ADN) que codifican dicho VL predeterminado en una proporcién
del repertorio o muestra del 95 % o mas, por ejemplo, tal como se determina mediante NGS. En una realizacion, todos
(o sustancialmente todos) los dominios VL expresados por el ratén son idénticos a los VL del anticuerpo de la etapa
1. Esto puede lograrse ventajosamente debido al posicionamiento segin la invencién de la secuencia que codifica VL
en 3 del potenciador intrénico, tal como entre este potenciador y la regién constante.

En una alternativa, la secuencia de la regién variable que codifica VL (por ejemplo, en las etapas 3 y 4 anteriores) es
un inserto en el(los) alelo(s) del locus lambda de la célula o el ratén entre lambda 2-4 de raton y CA o entre el
potenciador de lambda 4-10 de ratén y CL. Ademas, en una realizacion, la secuencia de regién variable que codifica
VL es un inserto en el(los) alelo(s) del locus kappa de la célula o el ratén entre Eix y Cx.

Como alternativa, s6lo uno de los alelos del locus lambda comprende dicho inserto; y sélo uno de los alelos del locus
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kappa comprende dicho inserto.

Los insertos de regién variable que codifica VL en los alelos lambda y kappa, o en los 2 lambda o en los 2 kappa
pueden ser iguales o diferentes (es decir, codificar los mismos o diferentes VL, tales como VL de 2 anticuerpos
diferentes de especificidad predeterminada para antigenos iguales o diferentes).

En una realizacién, las células ES de ratén primera y segunda (u otro vertebrado no humano, tal como rata) se
modifican para comprender los locus primero y segundo de la divulgacion, por ejemplo, modificandose cada célula
segun las etapas 1 a 4, pero en donde los insertos de secuencia de nucleétidos que codifican VL en las células son
diferentes (es decir, codifican diferentes dominios VL, tales como dominios VL de diferentes anticuerpos de diferente
especificidad de antigeno o epitopo). Las células ES primera y segunda (o la progenie de las mismas) se implantan
en el mismo blastocisto o embrién premoérula y se desarrolla un ratén (o progenie del mismo), en donde el ratdén o su
progenie expresan dichos dominios VL diferentes para emparejarse con dominios VH (por ejemplo, VH humano)
expresados por el ratébn o su progenie.

Ventajosamente, un ratén de primera generacion (es decir, que ha crecido directamente a partir del blastocisto o
premoérula con células ES implantadas en el presente documento) es Util ya que puede inmunizarse sin necesidad de
reproducirse adicionalmente a ratones de generaciones posteriores. Esto ahorra tiempo y complejidad en la
reproduccién. Puede ser deseable, por ejemplo, que el blastocisto o la premérula que recibe el implante de células ES
comprenda una desactivacion de sus locus de IgH o sea una desactivacion de RAG, ya que esto obliga a que todas
las células B productoras producidas en el raton de primera generacion (o ratones de generaciones posteriores) se
deriven de células ES, garantizando de ese modo que todas las células B productoras comprendan uno o mas locus
de la invencion.

Opcionalmente, por lo tanto, en general, ventajosamente puede no ser necesario obtener la transmisién por linea
germinal de los locus de la invencién en linajes o progenie de vertebrados no humanos; en su lugar, es posible trabajar
con vertebrados quimera que han crecido a partir del blastocisto o embrién premérula, lo que proporciona ventajas de
tiempo significativas sobre las técnicas de la técnica anterior donde se describe la transmisién por linea germinal de
modificaciones de alelos de cadena ligera. Asi, en una realizacién, un ratén o vertebrado de la invencién es una
quimera que comprende una primera pluralidad de células de la invencion y una segunda pluralidad de células que no
son segun la invencién (por ejemplo, células de tipo silvestre o transgénicas que no comprenden un locus de la
invencién). Opcionalmente, la quimera puede comprender una tercera pluralidad de células segun la invencién que
comprenden locus segun la invencién pero que son capaces de expresar dominios V que son diferentes de los
dominios V expresados por los locus de la invencién de la primera pluralidad de células. Por lo tanto, es posible
desarrollar un vertebrado quimérico que pueda expresar dominios VL primero y segundo que son diferentes pero que
estan predeterminados tal como se expresan a partir de los locus de la invencién. Puede ser ventajoso desactivar la
expresion de uno o mas locus de cadena ligera y/o pesada de la segunda pluralidad de células de modo que las
cadenas pesadas y ligeras en el vertebrado solo sean aportadas por la primera y opcionalmente la tercera pluralidad
de células. Ademas o alternativamente, la segunda pluralidad de células puede tener una desactivacion de RAG (por
ejemplo, RAG-1 y/o RAG-2) para eliminar la aportacion a la cadena de anticuerpos de tales células en el vertebrado.

Un dominio V o sitio de unién que “se une especificamente” o es “especifico para” un antigeno o epitopo particular es
aquel que se une a ese antigeno o epitopo particular sin unirse sustancialmente a otros antigenos o epitopos. Por
ejemplo, la unién al antigeno o epitopo es especifica cuando el anticuerpo se une con una Kp de 1 mM o menos, por
ejemplo, 100 uM o menos, 10 pM 0 menos, 1 UM 0 menos, 100 nM o0 menos, por ejemplo, 10 nM o0 menos, 1 nM o
menos, 500 pM o menos, 100 pM o menos o 10 pM o menos. La afinidad de unién (Kp) puede determinarse usando
procedimientos estandar conocidos por el experto en la técnica, por ejemplo, union en ELISA y/o determinacién de
afinidad usando resonancia de plasmén supetficial (por ejemplo, medicion de afinidad en fase de disolucion Biacore™,
Proteon™ o KinExA™ que puede detectar hasta afinidades de fM (Sapidyne Instruments, Idaho)). En una realizacion,
la resonancia de plasmén superficial (SPR) se lleva a cabo a 25 °C. En otra realizacion, la SPR se lleva a cabo a
37 °C. En una realizacion, la SPR se lleva a cabo a pH fisiolégico, tal como aproximadamente pH 7 o a pH 7,6 (por
ejemplo, usando solucién salina tamponada con Hepes a pH 7,6 (también denominada HBS-EP)). En una realizacién,
la SPR se lleva a cabo a un nivel de sal fisiolégico, por ejemplo, NaCl 150 mM. En una realizacién, la SPR se lleva a
cabo a un nivel de detergente no superior al 0,05 % en volumen, por ejemplo, en presencia de P20 (polisorbato 20;
por ejemplo, Tween-20™) al 0,05 % y EDTA a 3 mM. En un ejemplo, la SPR se lleva a cabo a 25 °C o 37 °C en un
tampon a pH 7,6, NaCl 150 mM, detergente al 0,05 % (por ejemplo, P20} y EDTA 3 mM. El tampdn puede contener
Hepes 10 mM. En un ejemplo, la SPR se lleva a cabo a 25 °C 0 37 °C en HBS-EP. HBS-EP esta disponible de Teknova
Inc. (California; nimero de catalogo H8022).

En un ejemplo, la afinidad se determina usando SPR
1. acoplando IgG anti-ratén (u otro vertebrado no humano relevante, para que coincida con la regién C
de un anticuerpo, por ejemplo) (por ejemplo, Biacore BR-1008-38) a un chip biosensor (por ejemplo, chip
GLM) tal como mediante acoplamiento de aminas primarias;
2. exponiendo la IgG anti-raton (anticuerpo de vertebrado no humano) a un anticuerpo 1gG de prueba
0 una cadena pesada para capturar el anticuerpo de prueba sobre el chip;
3. haciendo pasar el antigeno de prueba sobre la superficie de captura del chip a 1024 nM, 256 nM, 64
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nM, 16 nM, 4 nM con 0 nM (es decir, tampon solo); y

4. determinando la afinidad de unién del anticuerpo/cadena de prueba al antigeno de prueba usando
resonancia de plasmoén superficial, por ejemplo, en una condicién SPR comentada anteriormente (por
ejemplo, a 25 °C en tampon fisiologico). La SPR puede realizarse utilizando cualquier aparato de SPR
estandar, tal como Biacore™ o utilizando el ProteOn XPR36TM (Bio-Rad®).

La regeneracion de la superficie de captura puede llevarse a cabo con glicina 10 mM a pH 1,7. Esto elimina el
anticuerpo capturado y permite que la superficie se utilice para otra interaccién. Los datos de union pueden ajustarse
al modelo 1:1 inherente usando técnicas estandar, por ejemplo, usando un modelo inherente al software de analisis
ProteOn XPR36TM.

El término "anticuerpo” incluye anticuerpos monoclonales (incluidos anticuerpos de longitud completa que tienen una
region Fc de inmunoglobulina), composiciones de anticuerpos con especificidad poliepitdpica, anticuerpos
multiespecificos (por ejemplo, anticuerpos biespecificos, diacuerpos y moléculas de cadena sencilla, asi como
fragmentos de anticuerpos (por ejemplo, Fab, F(ab’)2) que tiene sitio(s) de unién a antigeno VH/VL emparejados.

Un “dominio” es una estructura proteica plegada que tiene una estructura terciaria independiente del resto de la
proteina. Generalmente, los dominios son responsables de propiedades funcionales diferenciadas de las proteinas y,
en muchos casos, pueden afiadirse, eliminarse o transferirse a otras proteinas sin pérdida de funcién del resto de la
proteina y/o del dominio.

Opcionalmente, cualquier anticuerpo multiespecifico del presente documento es un anticuerpo biespecifico. Esto
incluye formatos como DVD-lg, mAb?, FIT-lg, mAb-dAb, dock and lock, intercambio de brazos Fab, SEEDbody,
Triomab, LUZ-Y, Fcab, K\-cuerpo, Fab ortogonal, scDiacuerpo-Fc, diacuerpo-Fc, scFv-Fc en tandem, Fab-scFv-Fc,
Fab-scFv, intracuerpo, BIiTE, diacuerpo, DART, TandAb, scDiacuerpo, scDiacuerpo-CH3, Diacuerpo-CH3, triple
cuerpo, minianticuerpo, minicuerpo, minicuerpo TriBi, scFv-CH3 KIH, scFv-CH-CL-scFv, F(ab’)2-scFv, scFv-KIH, Fab-
scFv-Fc, HCab tetravalente, InmTAC, botones en ojales, botones en ojales con cadena ligera comin, botones en
ojales con cadena ligera comin y pares de carga, pares de carga, pares de carga con cadena ligera comun, DT-IgG,
DutaMab, 1gG(H)-scFv, scFv-(H})IgG, IgG(L)-scFv, scFv-(L}IgG, IgG(L,H)-Fv, IgG(H)-V, V(H)}-IgG, IgG(L)-V, V(L)-lgG,
KIH IgG-scFab, 2scFv-IgG, IgG-2scFv, scFv4-Ig y zybody. Para una revisién de formatos biespecificos, véase Spiess,
C., et al., Mol. Inmunol. (2015). Opcionalmente, el ligando multiespecifico es un DVD-lg, mAb?, FIT-lg, mAb-dAb, dock
and lock, SEEDbody, scDiacuerpo-F¢, diacuerpo-Fc, scFv-Fc en tandem, Fab-scFv-Fc, Fab-scFv, intracuerpo, BiTE,
diacuerpo, DART, TandAb, scDiacuerpo, scDiacuerpo-CHs, Diacuerpo-CHs, minicuerpo, ligando de botones en ojales,
ligando de botones en ojales con cadena ligera comun, ligando de botones en ojales con cadena ligera comin y pares
de carga, pares de carga, ligando que tiene pares de carga con cadena ligera comin; comprendiendo en cada caso
al menos un sitio de unién a antigeno VH/VL.

Opcionalmente, la regién variable reordenada (por ejemplo, una regién variable reordenada que codifica un dominio
VL, VA o Vx, por ejemplo, un dominio humano) en el locus de cadena ligera comprende cadena arriba uno de los
siguientes pares de promotor y péptido sefial (es decir, promotor, regién SP y V en orden 5’ a 3'):-
Promotor VA de ratén + SP de VA de ratén

Promotor VA de ratén + SP de VA de roedor distinto de ratén

Promotor VA de ratén + SP de VA humano

Promotor VA de ratén + SP de VA de primate no humano

Promotor VK de ratén + SP de VA de ratén

Promotor VK de ratén + SP de VA de roedor distinto de ratén

Promotor VK de ratén + SP de VA humano

Promotor VK de ratén + SP de VA de primate no humano

Promotor VA de roedor distinto de ratén + SP de VA de ratén

Promotor VA de roedor distinto de ratén + SP de VA de roedor distinto de ratén

Promotor VA de roedor distinto de ratén + SP de VA humano

Promotor VA de roedor distinto de raton + SP de VA de primate no humano

Promotor VK de roedor distinto de ratén + SP de VA de ratén

Promotor VK de roedor distinto de ratén + SP de VA de roedor distinto de ratén

Promotor VK de roedor distinto de ratén + SP de VA humano

Promotor VK de roedor distinto de ratén + SP VA de primate no humano

Promotor VA humano + SP de VA de ratén

Promotor VA humano + SP de VA de roedor distinto de ratén

Promotor VA humano + SP de VA humano

—_ a4 2 2 OO NOOOTh WO —

—_ . L
OO DU E DN 2 O~~~ o

N N e N e e S e e e S e e S e

20 Promotor VA humano + SP de VA de primate no humano

21 Promotor VK humano + SP de VA de ratdén

22 Promotor VK humano + SP de VA de roedor distinto de ratén
23 Promotor VK humano + SP de VA humano

24 Promotor VK humano + SP de VA de primate no humano
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Promotor VA de primate no humano + SP de VK de primate no humano
Promotor VK de primate no humano + SP de VK de ratén

Promotor VK de primate no humano + SP de VK de roedor distinto de ratén
Promotor VK de primate no humano + SP de VK humano

Promotor VK de primate no humano + SP de VK de primate no humano

25) Promotor VA de primate no humano + SP de VA de ratén
26) Promotor VA de primate no humano + SP de VA de roedor distinto de raton
27) Promotor VA de primate no humano + SP de VA humano
28) Promotor VA de primate no humano + SP de VA de primate no humano
29) Promotor VK de primate no humano + SP de VA de ratén
30) Promotor VK de primate no humano + SP de VA de roedor distinto de ratén
31) Promotor VK de primate no humano + SP de VA humano
32) Promotor VK de primate no humano + SP de VA de primate no humano
33) Promotor VA de raton + SP de VK de ratén
34) Promotor VA de ratén + SP de VK de roedor distinto de ratén
35) Promotor VA de raton + SP de VK humano
36) Promotor VA de ratén + SP de VK de primate no humano
37) Promotor VK de ratén + SP de VK de ratén
38) Promotor VK de ratén + SP de VK de roedor distinto de ratén
39) Promotor VK de ratén + SP de VK humano
40) Promotor VK de ratén + SP de VK de primate no humano
41) Promotor VA de roedor distinto de raton + SP de VK de ratén
42) Promotor VA de roedor distinto de ratén + SP de VK de roedor distinto de ratén
43) Promotor VA de roedor distinto de ratén + SP de VK humano
44) Promotor VA de roedor distinto de ratén + SP de VK de primate no humano
45) Promotor VK de roedor distinto de ratén + SP de VK de ratén
46) Promotor VK de roedor distinto de ratén + SP de VK de roedor distinto de ratén
47) Promotor VK de roedor distinto de ratén + SP de VK humano
48) Promotor VK de roedor distinto de ratén + SP de VK de primate no humano
49) Promotor VA humano + SP de VK de ratén
50) Promotor VA humano + SP de VK de roedor distinto de raton
51) Promotor VA humano + SP de VK humano
52) Promotor VA humano + SP de VK de primate no humano
53) Promotor VK humano + SP de VK de ratén
54) Promotor VK humano + SP de VK de roedor distinto de ratén
55) Promotor VK humano + SP de VK humano
56) Promotor VK humano + SP de VK de primate no humano
57) Promotor VA de primate no humano + SP de VK de ratén
58) Promotor VA de primate no humano + SP de VK de roedor distinto de ratén
59) Promotor VA de primate no humano + SP de VK humano
)
)
)
)
)

Roedores de ejemplo son ratas, castores, topos, hamsteres, jerbos, puercoespines, chinchillas, lemmings o
campafoles. Primates no humanos de ejemplo son chimpancés, monos, gorilas, orangutanes, simios, monos (por
ejemplo, macacos rhesus 0 monos cynonmolgus), lémures o babuinos. Las fuentes de secuencias para el promotor
y/o SP incluyen, por ejemplo, ww.imgt.org, w » Y secuencias obtenidas usando una muestra (por
ejemplo, muestra de sangre y PCR de la secu edor o primate o humano, como resultara facilmente
evidente para el experto.

En un ejemplo, el locus de cadena ligera de la célula, vertebrado, mamifero o ratéon de la invencién carece de un
marcador de seleccion. En los ejemplos siguientes, se retuvo un marcador de seleccién y el locus funcioné de manera
deseable. Como alternativa, puede incluirse un marcador de seleccién escindible al construir el locus, seguido de la
escision del marcador antes de desarrollar el vertebrado o el ratén. En un ejemplo, el marcador esta flanqueado por
repeticiones terminales piggyBac y se expresa transitoriamente PBase en la célula ES en la que se ha construido el
locus, eliminando de ese modo el marcador. En un ejemplo, el marcador comprende puro-delta-tk flanqueado por
repeticiones terminales piggyBac.

La divulgacién proporciona ademas una composicion (por ejemplo, una composicion farmacéutica o una composicion
para uso médico) que comprende un anticuerpo, anticuerpo biespecifico, cadena de anticuerpo (por ejemplo, cadena
ligera), VL o secuencia de nucleétidos del mismo obtenida u obtenible mediante un método de la invencion tal como
se divulga en el presente documento; opcionalmente en donde la composicién comprende un diluyente, excipiente o
portador, opcionalmente en donde la composicién esta contenida en un recipiente IV (por ejemplo, una bolsa V) o un
recipiente conectado a una jeringa IV. Cuando la composicion es una composicion farmacéutica o una composicion
para uso médico, el diluyente, excipiente o portador es farmacéuticamente aceptable. “Farmacéuticamente aceptable”
se refiere a aprobado o que lo puede aprobar una agencia reguladora del gobierno federal o estatal de los EE. UU. o
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incluido en la Farmacopea de los EE. UU. u otra farmacopea generalmente reconocida para su uso en animales,
incluidos seres humanos. Un “portador, excipiente o adyuvante farmacéuticamente aceptable” se refiere a un portador,
excipiente o0 adyuvante que puede administrarse a un sujeto, junto con un agente, por ejemplo, cualquier anticuerpo,
VL o cadena de anticuerpo descrito en el presente documento, y que no destruye la actividad farmacologica del mismo
y no es toxico cuando se administra en dosis suficientes para administrar una cantidad terapéutica del agente.

Los términos singulares “un”, “una’ y “el/la” incluyen referentes en plural a menos que el contexto indique claramente
lo contrario. De manera similar, la palabra “0” pretende incluir “y” a menos que el contexto indique claramente lo
contrario. Aunque pueden usarse métodos y materiales similares o0 equivalentes a los descritos en el presente
documento en la practica o las pruebas de esta divulgacién, a continuacién se describen métodos y materiales
adecuados. La abreviatura “e.g.” se deriva del latin exempli gratia y se utiliza en el presente documento para indicar
un ejemplo no limitativo. Por tanto, la abreviatura “e.g.” es sinénima del término “por ejemplo”.

Pueden encontrarse definiciones de términos comunes en biologia celular y biologia molecular en “The Merck Manual
of Diagnosis and Therapy”, 192 edicién, publicado por Merck Research Laboratories, 2006 (ISBN 0-911910-19-0);
Robert S. Porter et al. (eds.), The Encyclopedia of Molecular Biology, publicada por Blackwell Science Ltd., 1994 (ISBN
0-632-02182-9); Benjamin Lewin, Genes X, publicado por Jones & Bartlett Publishing, 2009 (ISBN-10: 0763766321);
Kendrew et al. (eds.), Molecular Biology and Biotechnology: a Comprehensive Desk Reference, publicado por VCH
Publishers, Inc., 1995 (ISBN 1-56081-569-8) y Current Protocols in Protein Sciences 2009, Wiley Intersciences,
Coligan et al., editores.

A menos que se indique lo contrario, la presente invencidn se realizé usando procedimientos estandar, como se
describe, por ejemplo, en Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual (4 ed.), Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, EE. UU. (2012); Davis et al., Basic Methods in Molecular Biology, Elsevier
Science Publishing, Inc., Nueva York, EE. UU. (1995); o Methods in Enzymology: Guide to Molecular Cloning
Techniques vol. 152, SL Berger y AR Kimmel Eds., Academic Press Inc., San Diego, EE. UU. (1987); Current Protocols
in Protein Science (CPPS) (John E. Coligan, et al., ed., John Wiley and Sons, Inc.), Current Protocols in Protein Science
(CPCB) (Juan S. Bonifacino et al. ed., John Wiley and Sons, Inc.) y Culture of Animal Cells: A Manual of Basic
Technique de R. lan Freshney, Editor: Wiley-Liss; 52 edicién (2005), Animal Cell Culture Methods (Methods in Cell
Biology, vol. 57, editores Jennie P. Mather y David Barnes, Academic Press, 12 edicion, 1998).

Otros términos se definen en el presente documento dentro de la descripcion de los diversos aspectos de la invencién.
Todas las patentes y otras publicaciones; incluidas referencias bibliograficas, patentes concedidas, solicitudes de
patente publicadas y solicitudes de patente en tramitacién junto con la presente (incluidas las contrapartes
estadounidenses de cualquiera de estas); citadas a lo largo de esta solicitud se proporcionan Unicamente para su
divulgacion antes de la fecha de presentacion de la presente solicitud. Nada en este sentido debe interpretarse como
una admision de que los inventores no tienen derecho a anteceder a tal divulgacién en virtud de una invencioén anterior
o por cualquier otro motivo. Todas las declaraciones sobre la fecha o representacién sobre el contenido de estos
documentos se basan en la informacion disponible para los solicitantes y no constituyen ninguna admisién en cuanto
a la exactitud de las fechas o el contenido de estos documentos.

La descripcion de las realizaciones de la divulgacion no pretende ser exhaustiva ni limitar la divulgacién a la forma
precisa divulgada. Si bien en el presente documento se describen realizaciones especificas y ejemplos de la
divulgacion con fines ilustrativos, son posibles diversas modificaciones equivalentes dentro del alcance de la
divulgacion, como reconoceran los expertos en la técnica relevante. Por ejemplo, aunque las etapas o funciones del
método se presentan en un orden determinado, realizaciones alternativas pueden realizar funciones en un orden
diferente, o las funciones pueden realizarse sustancialmente al mismo tiempo. Las ensefianzas de la divulgacién
proporcionada en el presente documento pueden aplicarse a otros procedimientos o0 métodos seglin corresponda. Las
diversas realizaciones descritas en el presente documento pueden combinarse para proporcionar realizaciones
adicionales. Pueden modificarse aspectos de la divulgacién, si es necesario, para emplear las composiciones,
funciones y conceptos de las referencias y aplicaciones anteriores para proporcionar aun mas realizaciones de la
divulgacion. Ademads, debido a consideraciones de equivalencia funcional biolégica, pueden realizarse algunos
cambios en la estructura de la proteina sin afectar la accién biolégica o quimica en tipo o cantidad. Estos y otros
cambios pueden realizarse en la divulgacion a la luz de la descripcion detallada. Se pretende que todas estas
modificaciones se incluyan dentro del alcance de las reivindicaciones adjuntas.

Pueden combinarse elementos especificos de cualquiera de las realizaciones anteriores o sustituirse por elementos
en otras realizaciones. Ademas, si bien las ventajas asociadas con ciertas realizaciones de la divulgacién se han
descrito en el contexto de estas realizaciones, otras realizaciones también pueden presentar tales ventajas, y no todas
las realizaciones necesitan necesariamente presentar tales ventajas para que se encuentren dentro del alcance de la
divulgacion.

Se entendera que configuraciones, aspectos, ejemplos y realizaciones particulares descritos en el presente documento
se muestran a modo de ilustracién y no como limitaciones de la invencion. Las caracteristicas principales de esta
invencion pueden emplearse en diversas realizaciones sin apartarse del alcance de la invencién. Los expertos en la
técnica reconoceran, o podran determinar utilizando Unicamente estudios de rutina, numerosos equivalentes a los
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procedimientos especificos descritos en el presente documento. Se considera que tales equivalentes estan dentro del
alcance de esta invencion y estan cubiertos por las reivindicaciones. Todas las publicaciones y solicitudes de patente
mencionadas en la memoria descriptiva son indicativas del nivel de habilidad de los expertos en la técnica a la que
pertenece esta invencion. El uso de la palabra “un” o “una” cuando se usa junto con el término “que comprende” en
las reivindicaciones y/o la memoria descriptiva puede significar “uno”, pero también es consecuente con el significado
de “uno o mas”, “al menos uno” y “uno o mas de uno”. El uso del término “0” en las reivindicaciones se utiliza con el
significado de "y/0” a menos que se indique explicitamente que se refiere solo a alternativas o que las alternativas son
mutuamente excluyentes, aunque la divulgacién respalda una definicién que se refiere solo a alternativas e “y/o0™. A lo
largo de esta solicitud, el término “aproximadamente” se utiliza para indicar que un valor incluye la variacién inherente
del error del dispositivo, el método que se emplea para determinar el valor o la variacién que existe entre los sujetos
del estudio.

Tal como se utilizan en esta memoria descriptiva y la(s) reivindicacion/reivindicaciones, las palabras "que comprende”
(y cualquier forma de que comprende, tal como “comprenden” y “comprende’), “que tiene” (y cualquier forma de que
tiene, tal como “tienen” y “tiene”), “que incluye” (y cualquier forma de que incluye, tal como “incluye” e “incluyen”) o
“que contiene” (y cualquier forma de que contiene, tal como “contiene” y “contienen”) son inclusivos o de extremos
abiertos y no excluyen elementos o etapas del método adicionales no mencionados.

Cualquier parte de esta divulgacion puede leerse en combinacién con cualquier otra parte de la divulgacién, a menos
que se desprenda lo contrario del contexto.

Todas las composiciones y/o métodos divulgados y reivindicados en el presente documento pueden prepararse y
ejecutarse sin experimentacién indebida a la luz de la presente divulgacion. Si bien las composiciones y métodos de
esta invencioén se han descrito en cuanto a realizaciones preferidas, resultara evidente para los expertos en la técnica
que pueden aplicarse variaciones a las composiciones y/o métodos y en las etapas o en la secuencia de etapas del
método descrito en el presente documento sin apartarse del concepto, alcance de la invencién. Todos estos sustitutos
y modificaciones similares evidentes para los expertos en la técnica se considera que estan dentro del alcance y
concepto de la invencién tal como se define en las reivindicaciones adjuntas.

La presente invencién se describe con méas detalle en los siguientes ejemplos no limitativos.

Ejemplos

Ejemplo 1. Construccién de vectores de direccionamiento para el direccionamiento a células ES de raton
1.1  Sintesis de ADN del vector pUC57 N128L_KI

N128L es una cadena ligera A humana reordenada a partir de IGLV3-21*01 e IGU3*02 humanos (la secuencia del
dominio VL se proporciona a continuacién). Genscript sintetizé un fragmento de ADN que contenia el promotor IGLV3-
21*01 humano de tipo silvestre (pVa) y el péptido sefial (SP), el potenciador « intrénico de ratén (miEy y la regién
variable y region constante de cadena ligera N128L. Se usaron un fragmento de 1 kb entre la region V¢ y Jcen el locus
kappa, y un fragmento de 1 kb entre la regién constante k de ratén (Cx) y el potenciador x en 3’ de ratén (m3'Ex) como
brazos de homologia para el direccionamiento al casete de insercion de N128L. Después de un direccionamiento
exitoso, el ADN del alelo kappa que incluye C« de ratén se reemplazé por la insercién de N128L (figura 1).

1.2 Vector de direccionamiento pUC57 _N128L _EFT1a,_Puro 2A EGFP_SV40pA

Se digiri6 el vector EF1o._Puro_2A_EGFP_SV40pA con Notl y Ascl. Se purificd un fragmento de 3,6 kb utilizando el
Kit de purificacién por PCR QIAquick™ (QIAGEN) mediante el método descrito en el manual de instrucciones adjunto.
Se digiri6 el vector pUC57_N128L_KI con Notl y Ascl. Se purificé un fragmento de 7,9 kb con el kit de purificacién por
PCR QlAquick (QIAGEN) mediante el método descrito en el manual de instrucciones adjunto. Los fragmentos de
EF1a_Puro_2A EGFP_SV40pA y pUC57_N128L_KI digeridos con Notl-Ascl se ligaron usando ligasa T4 (New
England Biolabs) de acuerdo con el método descrito en el manual de instrucciones adjunto. Se transformo la cepa de
E. coli DH10B (ElectroMax™ DH10B (Invitrogen)) con la disolucién de ligacién. Se aislaron los respectivos ADN
plasmidicos de los clones resistentes a ampicilina obtenidos utilizando el kit QlAprep™ Spin Miniprep (QIAGEN). Se
confirmé que los respectivos transformantes resistentes a ampicilina resultantes tenian la insercién mediante
secuenciacion de Sanger.

1.3 Preparacion de ADN plasmidico para el direccionamiento a células ES de raton
Para el vector de direccionamiento pUC57_N128L_EF1o._Puro 2A_EGFP_SV40pA, se aislé6 ADN plasmidico de los
clones verificados por secuenciacion utilizando QlAprep Maxi plus Kit™ (QIAGEN) mediante el método descrito en el

manual de instrucciones adjunto. Se confirmé que los respectivos ADN plasmidicos tenian la insercion mediante
secuenciacion de Sanger.
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Ejemplo 2. Generacion de lineas celulares ES de raton con insercién de N1281
2.1 Preparacion de células ES de raton

Se expandieron células de dos lineas independientes de células madre embrionarias (ES) de ratén en placas
alimentadoras STO para la electroporacion. Las células ES se alimentaron con medio M15 nuevo hasta que alcanzaron
una confluencia del 80 % al 85 % bajo el microscopio. El constructo de insercién se introdujo usando electroporacion.

Las células ES se cultivaron en medio M15 suplementado con puromicina (1 pg/ml). Siete dias después de la
electroporacién, las colonias resistentes a puromicina eran lo suficientemente grandes como para recogerse.

2.2 Microinyeccion de clones de células ES de raton seleccionadas como diana

Se inyectaron células ES seleccionadas como diana en blastocistos de la cepa C57BL6. Después de la inyeccion, los
blastocistos se transfirieron al Utero de hembras hibridas F1 de la cepa C57BL6 apareadas con machos
vasectomizados 3 dias antes de la inyeccion. Se permitié que los embriones quiméricos se desarrollaran a término en
las receptoras pseudoprefiadas, que se desarrollaron en crias que comprendian la insercién de cadena ligera.

Ejemplo 3: Ratones con cadenas ligeras comunes

Ocho ratones quimera con un alelo de insercién de cadena ligera comun y una regién VH humana funcional no
reordenada en un locus de IgH se inmunizaron con diana X humana.

La insercién codifica para la siguiente VL N128L (en direccién N- a C-terminal):-

SYVLTQPPSVSVAPGETARITCGGDNIGRKSVYWYQQKSGQAPVLVIYYDSDRPSGIPERFSGSNSGNTATLTISRVE
AGDEADYYCQVWDGSSDHWVFGGGTKLTVL

Después de la inmunizacion, se realiz6 la clasificacion en células B de bazo utilizando un anticuerpo monoclonal contra
la cadena ligera A humana marcada con PE y diana X humana marcada con AF647 (figuras 2 y 3). Las células B que
eran positivas tanto para PE como para AF647 se clasificaron como células individuales en pocillos individuales en
una placa de 96 pocillos. Se construyeron bibliotecas de NGS de células individuales utilizando un protocolo estandar
y se sometieron a secuenciacion NGS.

Después de restar las secuencias de un control de PCR incluido en el presente experimento, se encontraron 346
clones, todos los cuales comprendian la combinaciéon de cadena ligera A esperada derivada de IGLV3-21*01 e
IGLJ3*02. La agrupacion de las secuencias de cadena ligera con la del alelo de cadena ligera de insercién demostré
que 339 de 346 clones no estaban mutados, y los otros 7 clones tenian una 0 mas mutaciones (figura 4).

Tabla 1: Frecuencias de cadena L comun

Porcentaje de identidad con la cadena ligera A humana predeterminada

Nimero de clones (de 346 en total) reordenada a partir de IGLV3-21*01 e IGLJ3*02 humanos

339 100,00 %
97,23 %
98,15 %
99,08 %
99,69 %

Dl =]=

En comparacién con las secuencias que son una coincidencia perfecta (es decir, el 100 %) para la secuencia de
cadena ligera insertada, las que no coinciden completamente tienen puntuaciones de confianza mas bajas (puntuacién
de confianza del 81,6 % (para el promedio de las secuencias a las que se les asigné una coincidencia del 100 %)
frente a una puntuacién de confianza del 31,7 % (para el promedio de las otras 7 secuencias), el 100 % representa la
confianza mas alta, el 0 % representa la confianza mas baja). Por lo tanto, se encontr6 que, de todos los VL que se
basaron en la combinacion de IGLV3-21*01 e IGLJ3*02 humanos, el 98 % comprendia la secuencia V de cadena
ligera comin de entrada idéntica.

Después del analisis bioinformatico, se encontré deseablemente que el repertorio de secuencias de dominio V de
cadena pesada humana de los clones era diverso. No se identificd ninglin uso humano dominante de Vu, Dx 0 JH
mediante el analisis bioinformatico. Esto coincide con el andlisis de NGS masivo de regiones variables de cadenas
pesadas en células B de bazo de ratones quimera sin tratamiento previo (datos no mostrados).

El uso de segmentos génicos de VH humanos comprendia lo siguiente:
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IGHV1-3"01, IGHV1-8*01, IGHV1-18*01, IGHV1-46"03, IGHV3-7*01, IGHV3-9"01, IGHV3-11*01, IGHV3-15"01,
IGHV3-20*d01, IGHV3-21*03, IGHV3-23*04, IGHV3-30*18, IGHV3-33*01, IGHV3-48*02, IGHV3-53*01, IGHV4-402,
IGHV4-31*03, IGHV4-34*01, IGHV4-39*01, IGHV4-59*01, IGHV4-61*01, IGHV5-51*01, IGHV6-1*01 e IGHV7-4-1*01.

Ejemplo 4: Construccion de un vector de direccionamiento de cadena ligera comin para el direccionamiento a células
ES de raton

Se produjeron ratones con cadenas ligeras comunes adicionales tal como sigue.

Generacién de un vector de direccionamiento de cadena ligera comun

Se sintetiz6 un fragmento de ADN que contenia el promotor Vi, humano de tipo silvestre (pVi) y el péptido sefial (SP),
un potenciador x intrénico de ratén (miEx) y una secuencia de nucleétidos que codifica una regién variable y una region
constante de cadena ligera humana. El dominio variable de cadena ligera tiene especificidad por una diana (diana Z)
distinta de la diana Y utilizada a continuacién. Un fragmento de 1 kb entre Vi« y J« (1-5) y un fragmento de 1 kb entre
la regién constante k de raton (C«) y el potenciador k en 3’ de ratén (m3’Ex) se usaron como brazos de homologia para
el direccionamiento al casete de insercién de cadena ligera comun. Después de un direccionamiento exitoso, se
remplazaran J« humano (1-5) y Cx de ratén por un casete de insercion de cadena ligera comun en uno o ambos alelos.

Generacién de células ES de ratén seleccionadas como diana con cadenas ligeras comunes

Se expandieron células de dos lineas de células madre embrionarias (ES) de ratén en placas alimentadoras STO para
electroporacion. Las células ES se alimentaron con medio M15 nuevo hasta que alcanzaron una confluencia del 80 %
al 85 % bajo el microscopio.

Dos horas antes de la electroporacion, las células ES se alimentaron con medio M15 nuevo. Antes de la
electroporacion, las células ES se lavaron dos veces con PBS y se disociaron de las placas afiadiendo tripsina.
Después de la incubacion a 37 °C durante 20 minutos, la tripsina se inactivo afiadiendo el mismo volumen de medio
M15. Las células ES se disociaron en una suspension de células individuales mediante pipeteo repetido. Las células
ES se sedimentaron mediante centrifugaciéon a 1100 rpm durante 4 minutos y se resuspendieron en tampén de
electroporacién (Lonza) mediante el método descrito en el manual de instrucciones adjunto.

La electroporacion se realizé utilizando la maquina Amaxa™ de Lonza utilizando un protocolo de células ES de ratén
preestablecido. Después de la electroporacion, las células ES de cada electroporacion se resuspendieron en medio
M15 nuevo y se sembraron sobre una placa alimentadora de 10 cm.

Las células ES se alimentaron con medio M15 durante 3 dias después de la electroporacion. Las células ES de cada
electroporacién se pasaron 1:3 a tres placas alimentadoras de 10 cm. Dos dias después del pase, las células ES se
cultivaron en medio M15 suplementado con puromicina (1 pug/ml). Siete dias después de la electroporacién, las
colonias resistentes a puromicina eran lo suficientemente grandes como para recogerse.

Las colonias resistentes a puromicina en placas alimentadoras STO de 10 cm se alimentaron con medio M15 nuevo
2 horas antes de la recogida. Se afiadieron 50 pl de tripsina a cada pocillo de una placa de fondo redondo de 96
pocillos. Colonias en placas alimentadoras STO de 10 cm dos veces con tamp6n PBS. Se afiadieron 10 ml de tampon
PBS a cada placa de 10 cm.

Se recogieron colonias individuales de las placas alimentadoras utilizando una pipeta Gilson y se transfirieron al pocillo
con tripsina de una placa de 96 pocillos (1 colonia/pocillo). Después de completar una placa (96 colonias recogidas),
la placa de tripsina se incub6 a 37 °C durante 30 minutos. Después de eso, se afiadieron a cada pocillo 150 pl de
medio M15 nuevo. Las colonias se disociaron mediante pipeteo repetido. La suspension de células individuales se
transfirid a una placa alimentadora de 96 pocillos y se cultivd en una incubadora TC a 37 °C. Las células ES se
alimentaron con medio M15 nuevo hasta que alcanzaron una confluencia del 80 % al 85 % bajo el microscopio.

Pase de células ES de ratén con cadenas ligeras comunes

Dos horas antes del pase, las células ES se alimentaron con medio M15 nuevo. Antes del pase, las células ES se
lavaron dos veces con tampoén PBS y se disociaron de las placas afiadiendo tripsina. Después de la incubacién a
37 °C durante 20 minutos, la tripsina se inactivoé afiadiendo el mismo volumen de medio M15. Las células ES se
disociaron en una suspension de células individuales mediante pipeteo repetido.

Las suspensiones de células ES individuales se dividieron 1:4 en cuatro placas alimentadoras STO de 96 pocillos. Las
células ES se alimentaron con medio M15 nuevo hasta que alcanzaron una confluencia del 80 % al 85 % bajo el
microscopio.

Congelacién de células ES en placa de 96 pocillos
Dos horas antes de la congelacion, las células ES se alimentaron con medio M15 nuevo. Antes de la congelacion, las
células ES se lavaron dos veces con tampén PBS y se disociaron de las placas afiadiendo tripsina. Después de la
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incubacioén a 37 °C durante 20 minutos, la tripsina se inactivo afiadiendo el mismo volumen de medio de congelacion
2X (60 % de DMEM, 20 % de FBS, 20 % de DMSO, recién preparado). Las células ES se disociaron en una suspension
de células individuales mediante pipeteo repetido. Se sellaron placas de 96 pocillos y se colocaron en una caja de
poliestireno dentro de un congelador a -80 °C para facilitar un proceso de congelacién muy lento.

Extraccion de ADN gendmico

Las células ES se lavaron dos veces con tampén PBS y se afiadieron 50 pl de tampén de lisis de células ES (Tris-HCI
10 mM, pH 7,5, EDTA 10 mM, SDS al 0,5 %, NaCl 10 mM) con proteinasa K (1 mg/ml} a cada pocillo de las placas de
96 pocillos. Las placas se sellaron, se envolvieron con pafiuelos de papel himedos y se colocaron en una fiambrera.
La fiambrera se incub6 a 55 °C durante la noche.

El segundo dia, se afiadieron 100 pl de mezcla de etanol/NaCl enfriada con hielo (1,5 ml de NaCl 5 M afiadidos a
98,5 ml de etanol al 100 %) a cada pocillo de las placas de 96 pocillos. Las placas estuvieron a temperatura ambiente
durante aproximadamente 30 minutos. Después de la incubacion, las placas se centrifugaron a 3000 rpm durante 20
minutos. Las placas se invirtieron para decantar el liquido y se secaron sobre toallas de papel para eliminar el liquido
en exceso. Las placas se lavaron dos veces afiadiendo 150 ul de etanol al 70% frio y se secaron completamente sobre
toallas de papel. Después de secar los sedimentos de ADN, se afiadieron 30 pl de tampén TE (pH 8,0) y se
resuspendié el ADN mediante incubacion a 55 °C durante 30 minutos.

Descongelacién y expansion de clones de células ES de ratén con cadenas ligeras comunes

Las placas de 96 pocillos congeladas se sacaron del congelador a -80 °C y se descongelaron en una incubadora a
37 °C hasta que todos los pocillos de las placas se volvieron transparentes. Se afiadieron 2 ml de medio M15 nuevo
a cada pocillo de placas alimentadoras STO de 24 pocillos. Todo el contenido de los pocillos deseados de las placas
de 96 pocillos se transfirid a un pocillo de las placas de 24 pocillos. Después de que todos los clones seleccionados
como diana se transfirieran a una placa de 24 pocillos, la placa se cultivd en una incubadora TC a 37 °C. Las células
ES se alimentaron con medio M15 nuevo hasta que alcanzaron una confluencia del 80 % al 85 % bajo el microscopio.
Una vez que alcanzaron la confluencia, se pasaron 1:1 a placas alimentadoras STO de 6 pocillos y se congelaron para
la microinyeccion.

Microinyeccion de clones de células ES de ratén con cadenas ligeras comunes

Las células ES de ratén se descongelaron y expandieron antes de la inyeccién. Dos horas antes de la inyeccién, las
células ES se alimentaron con medio M15 nuevo. Antes de la inyeccion, las células ES se lavaron dos veces con
tampo6n PBS y se disociaron de las placas afiadiendo tripsina. Después de la incubacién a 37 °C durante 20 minutos,
la tripsina se inactivd afiadiendo el mismo volumen de medio M15 nuevo. Las células ES se disociaron en una
suspensién de células individuales mediante pipeteo repetido y se pusieron en hielo para la inyeccion.

Se inyectaron células ES seleccionadas como diana en blastocistos E3.5 Rag”. Después de la inyeccion, los
blastocistos se transfirieron al Utero de hembras hibridas F1 CBA;C57BL6/J apareadas con machos vasectomizados
3 dias antes de la inyeccion. Se permiti6 que los embriones quiméricos se desarrollaran hasta término en las
receptoras pseudoprefiadas. Los ratones resultantes comprendian células derivadas de las células ES modificadas
genéticamente, donde los genomas celulares comprendian la insercion de cadena ligera lambda humana en un locus
kappa de ratén (el otro locus kappa se inactivd mediante delecion en la regién J) y una region variable de cadena
pesada humana no reordenada compuesta por un locus de IgH homocigoto.

Ejemplo 5: Produccién de anticuerpo frente a la diana Y

Inmunizacién

Se inmunizaron ratones quimera con cadenas ligeras comunes con la diana Y como se describe a continuacién. Como
primera inmunizacion, se administraron por via subcutanea 40 pug/cabeza de diana Y, emulsionado con CpG (Sigma)
y alumbre (antigeno 1:1). Cuatro semanas mas tarde, se administraron 5 pg/cabeza de diana Y, emulsionado con CpG
(Sigma) y alumbre (antigeno 1:1) mediante inyeccion intraperitoneal (primer refuerzo). Una semana después, se
sacrificaron cuatro ratones y se extrajeron los bazos. Cuatro semanas después del primer refuerzo, se administraron
2 ug/cabeza de diana Y, emulsionado con CpG (Sigma) y alumbre (antigeno 1:1) mediante inyeccion intraperitoneal
(segundo refuerzo) a los otros cuatro ratones. Una semana después, estos ratones fueron se sacrificaron y se
extrajeron los bazos.

Clasificacién de células B especificas de antigeno
Los tejidos de bazo recogidos y procesados se resuspendieron en 20 ml de FBS al 3 %/PBS. Las células se
sedimentaron a 300 g durante 10 segundos a 40 °C y se resuspendieron en 300 pl de FBS al 3 %/tampén PBS.

Se afiadieron 20 ul de bloqueante de Fc durante 10 segundos y se almacené a 4 °C antes de su uso.

La disolucién madre de diana Y humano marcado con Alexa-647 (0,8 mg/ml) se diluy6 hasta 20 pg/ml y se usé en una
dilucién de 1:40 (concentracién final 0,5 pg/ml) para la tincion.

Se mezclé un coctel de tincion de 100 pl que contenia CD19-PB, IgM-APC-Cy7, IgD-APC-Cy7, CD38-FITC, CD95-
PE, Hu-diana Y-Alexa 647 y se afiadio a 300 pl de suspensién de células de bazo. Después de la incubacion a 4 °C
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durante 20 minutos, se afiadieron a las muestras 5 ml de FBS al 3 %/tampo6n PBS. Las células se sedimentaron a 300
g durante 10 minutos y se resuspendieron en 400 ul de FBS al 3 %/tampén PBS y se filtraron a través de un filtro
celular de 30 um. Cinco minutos antes de la clasificacion, se afiadieron 8 pl de 7AAD (dilucién 1:100). La estrategia
de seleccién para la clasificacidn se muestra a continuacion.

Cribado de células B (BCT) vy recuperacién de cadenas pesadas v ligeras de anticuerpo acopladas para la expresion.
La tecnologia BCT se describe generalmente en el documento WO2015/040401.

Para la RT, se afiadié una mezcla de 0,1 pl de un cebador especifico de la region constante de IgG (10 uM), 0,1 pl de
un cebador especifico de la region constante de IgK (10 pM), 0,05 pl de un cebador especifico de la regién constante
de IgL (10 uM), 1 pl de mezcla de ANTP (10 mM), 2 ul de tampén de primera cadena 5X, 1 ulde DTT 0,1 M, 0,4 pl de
inhibidor de ARNasa RNaseOUT™ (Invitrogen), 0,25 pl de SuperScript™ Il RT (200 unidades/ul, Invitrogen) y 1,1 pl
de agua libre de ARNasa a cada pocillo para obtener un volumen final de 10 pl. Se realizaron reacciones de RT para
generar ADNc de primera cadena.

Para la PCR de 12 ronda, se mezclé una mezcla de 12,5 ul de mezcla maestra 2X Q5, 0,15 pl de una mezcla de
cebadores especificos de VH (10 uM), 0,1 uM de una mezcla de cebadores especificos de VL (10 uM), 0,15 pl de una
mezcla de cebadores especificos de VK (10 uM), 0,1 pl de un cebador especifico de la regién constante de IgG
(10 uM}, 0,1 pl de un cebador especifico de la regién constante de IgK (10 um), 0,1 pl de un cebador especifico de la
regién constante de IgL (10 um) y 1,8 ul de agua libre de ARN con 10 pl de producto RT en cada pocillo para obtener
un volumen final de 25 pl. Se realizaron reacciones de PCR para amplificar las regiones variables de cadena pesada
y cadena ligera.

Para la PCR de 22 redonda, se mezclé una mezcla de 12,5 pl de mezcla maestra 2X Q5, 0,2 ul de un cebador de PCR
anidado de VH (10 pM), 0,2 pl de un cebador de PCR anidado de VK (10 uMj), 0,2 pl de un cebador de PCR anidado
de VL (10 uM), 0,2 ul de un cebador de PCR anidado de region constante de IgG (10 uM), 0,2 ul de un cebador de
PCR anidado de regién constante de IgK (10 uM), 0,2 pl de un cebador de PCR anidado de regién constante de IgL
(10 uM) y 10,3 pl de agua libre de ARNasa con 1 pl de producto de PCR de 12 ronda en cada pocillo para obtener un
volumen final de 25 pl. Se realizaron reacciones de PCR para amplificar las regiones variables cadena pesada y
cadena ligera.

Para la PCR puente, se mezclo una mezcla de 15 pl de mezcla maestra 2X Q5, 0,1 pl de vector pesado (100 ng/ul),
0,05 pl de vector Kappa (100 ng/uly y 1 pl de mezcla de HLP479/480 (10 uM cada uno) y 12,85 pl de agua libre de
ARNasa con 1 pl de producto de PCR de 22 ronda en cada pocillo para obtener un volumen final de 25 pl. Se realizaron
reacciones de PCR para amplificar las regiones variables de cadena pesada y cadena ligera.

Transfeccién de células Expi293F
Véanse los ejemplos 6 y 7 para mas detalles sobre la expresion y purificacion de anticuerpos.

Un dia antes de la transfeccién, se contaron las células Expi293F cultivadas (Invitrogen) para calcular la siembra
celular. Se sedimentaron células Expi293F a 300 rpm durante 10 minutos. Las células se resuspendieron en medio de
expresién Expi293 nuevo precalentado para dar una dilucién final de 2,5x108 células/ml. Se incubaron 200 ml de
suspension celular en una incubadora con agitacién Kuhner (37 °C, 140 rpm, 8 % de CQO2) hasta la mafiana siguiente.

El dia de la transfeccion, las células Expi293F cultivadas se contaron y se diluyeron hasta 4X108 células/ml usando
medio de expresion Expi293 nuevo. Se tomaron alicuotas de 500 pl de suspensién celular en cada pocillo de placas
de pocillos profundos de 96 pocillos usando el instrumento Multidrop Combi. Después de la dispensacion, las placas
se cubrieron con una cubierta de tipo sandwich Duetz y se incubaron en una incubadora con agitaciéon Kuhner (37 °C,
300 rpm, alcance orbital de 50 mm, humedad del 80 %) durante 2-2,5 horas.

Para cada transfeccién, se prepararon dos mezclas.

Mezcla 1: 25 ul de producto puente de células B + 55 pl de RSM + 100 ng de PBase por pocillo

Mezcla 2: 1 pl de ExpiFectamine™ 293 (Invitrogen) + 79 pl de RSM

Se afiadi6 la mezcla 2 a la mezcla 1 y se incubd a temperatura ambiente durante 15 minutos. Luego se afiadio la
mezcla incubada a los 500 pl de disolucién de cultivo celular y se incubé en una incubadora con agitacién Kuhner
(37 °C, 300 rpm, alcance orbital de 50 mm) durante una semana.

Ejemplo 6: Expresion de anticuerpos
Los sistemas de expresion transitoria de mamiferos permiten una produccién rapida y flexible de proteinas. Son ideales
para la expresién de proteinas humanas o de otros mamiferos porque estos sistemas generan proteinas
recombinantes con mas plegamiento nativo y modificaciones postraduccionales.
1. El dia antes de la transfeccion, las células Expi293 se contaron mediante un contador de células
automatizado (contador de células Eve), se sembraron en medios de expresion precalentados a una
densidad de ~1,7 x 10 células /ml y se incubaron durante la noche en una incubadora con agitador orbital
(87 °C, 8 % de CO2, 140 rpm).
2. El dia de la transfeccion, se contaron las células y se ajusté el nimero de células a 2,5x10°
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células/ml. Se dispensaron 2000 pl de suspension celular en placas de 24 pocillos profundos y se colocaron
en una incubadora con agitacién Kuhner (37 °C, 8 % de CO2, 225 rpm).

Preparacion de disoluciones de ADN.

Se prepararon disoluciones mixtas que contenian ADN plasmidico para la transfeccion de células Expi293. Por 2 ml
de cultivo celular, se us6é 1 ug de cada uno del plasmido de expresién de cadena pesada y del plasmido de expresién
de cadena ligera. Para cada transfeccion se usaron 2 g de mezcla de plasmidos de ADN diluidos en agua ultrapura.
Transfeccion

Se prepararon dos mezclas:

Mezcla 1: 2 g de ADN plasmidico diluidos en 40 pl de medio Opti-MEM® |.

Mezcla 2: 80 pl de reactivo de transfeccion ExpiFectamine™ 293 + 40 il de medio OptiMEM I.

La mezcla 2 se combind con la mezcla 1 y se incub6 durante 20-30 minutos a temperatura ambiente. Una vez
completada la incubacion, se dispensaron 165 pl de complejo de ADN-reactivo ExpiFectamine™ 293 en cada pocillo
de la placa de 24 pocillos profundos. Las células se incubaron en la incubadora con agitacion Kuhner (37 °C, 8 % de
CO2, 225 rpm) durante 6 dias. Los sobrenadantes de los cultivos celulares se recogieron 6 dias después de la
transfeccion.

Ejemplo 7: Purificacion de anticuerpos a partir de raton con cadenas ligeras comunes
Se empled una purificacién en placa de 96 pocillos para purificar anticuerpos de sobrenadantes de cultivos de células
Expi293F. Este método permite una purificacion rapida de anticuerpos por afinidad a pequefia escala de multiples
muestras en experimentos de cribado de anticuerpos. Para lograr un alto porcentaje de recuperacion, se utilizé
MabSelect Sure LX™, que es una afinidad a proteina A con actividad de unién muy dinamica (60 mg de IgG humana/m|
de medio), un tiempo de residencia prolongado, tolerante a alcalis y baja fuga de ligando.
Procedimiento
1. Se equilibré la resina MabSelect Sure LX (GE Healthcare) en 1X PBS (Gibco) para eliminar el tampén
de almacenamiento, hasta una concentracion final de suspension al 10 %.
2. Se afiaden 600 pl de suspension al 10 % a cada pocillo de la placa de 96 pocillos AcroPrep™
Advance (Pall).
3. La resina se centrifugd a 70 x rcf durante 1 min a 4 °C.
4. La resina se lavo con 300 pl de 1X PBS, se centrifugd 70x FCR durante 1 min. Esta etapa se repitié
dos veces.
5. Se cargaron 2 ml de sobrenadantes de cultivo celular (pH 7-8) sobre la resina MabSelect Sure LX
en la placa de purificacion de 96 pocillos y se centrifugd a 70-100 x rcf durante 1 minuto.
6. La placa se lavé usando 600 pl de 1 x PBS y se centrifugé a 70-100 x rcf durante 1 minuto. Esta
etapa se realiza cuatro veces en total.
7. Se afiadieron 70 pl de tampoén de elucion (IgG Elute Pierce) a cada pocillo y se incubaron durante 1
min.
8. La placa se centrifugd a 70-100 x rcf durante 1 minuto para recoger el eluato. Esta etapa se realiza
dos veces en total.

Ejemplo 8: Analisis de SPR del anticuerpo para el antigeno Y

OBJETIVQ del experimento

Se realizd un andlisis de SPR para determinar la afinidad de unién y la cinética de interaccién del acierto 1 (es decir,
un anticuerpo de tipo lambda del presente ratén con cadenas ligeras comunes) con la diana Y. La afinidad y la cinética
del anticuerpo purificado se compararon con el punto de referencia y un control de isotipo (ISTC).

Métodos

Se utilizé resonancia de plasmon superficial (SPR) para determinar la afinidad de unién (Kp) al antigeno Y, las
constantes cinéticas constante de asociacion (kon) y constante de disociacion (ko). El analisis se realizé utilizando un
sistema Biacore 8K (GE Healthcare).

Se inmovilizé un anticuerpo anti-Fc de IgG humana en un chip CM4 (nimero de catalogo de GE Healthcare BR100534)
segun las instrucciones del fabricante. Se utiliz6 un kit de acoplamiento de aminas (BioRad) para activar la superficie
del chip. Posteriormente, se bloquet la superficie con etanolamina 1 M. La ejecucion de inmovilizacién se realizé a
25 °C usando HBS-EP como tampon de ejecucion de inmovilizacién. Los anticuerpos monoespecificos purificados
(denominados ligando) del ejemplo 7 se capturaron sobre la superficie de CM4 anti-Fc de IgG humana a
aproximadamente 2 g /ml. Los ligandos se inyectaron durante 60 segundos a 10 ul/min en todos los canales activos
de los 8 canales de flujo. La ejecucién se realizd a 25 °C usando HBS-P 1X + CaCl2 2,5 mM a pH neutro como tampén
de ejecucion.

El antigeno Y humano se reconstituyé a 1 mg /ml en el tampon de ejecucioén y se usdé como analito. El antigeno Y se
inyectdé en modo cinético de ciclo multiple (MCK) a 3 concentraciones (1,5 uM, 500 nM y 166,7 nM) con una fase de
asociacion de 120 segundos y una fase de disociacién de 200 segundos, a un caudal de 30 ul/s en los canales activo
y de referencia. Se usaron tres inyecciones de glicina 10 mM pH 1,5 durante 60 segundos a 10 pl/min para la fase de
regeneracion.
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Un anticuerpo de control de isotipo higG4PE KYAB2229 (ISTC; este no se une especificamente al antigeno Y) se
capturé a 1 ug/ml durante 60 segundos a 10 pl/min en el canal de referencia. También se capturé un anticuerpo de
control de isotipo higG4PE en el canal activo como control negativo. Se usaron dos anticuerpos contra el antigeno Y
como puntos de referencia (punto de referencia 1 y punto de referencia 2). Los datos se restaron de la referencia y el
tampon y se ajustaron al modelo de Langmuir 1:1. En el modelo se evaluaron los primeros 30 segundos de disociacioén.

Tabla 2. Afinidad de unién y constantes cinéticas constante de asociacién (kon) ¥ constante de disociacion (ko) de
anticuerpos anti-antigeno Y

Anticuerpo capturado Kon (1/Ms) Kott (1/8) Ko (M)
Punto de referencia 1 2,94X10* 4,27X102 1,45X10%
Punto de referencia 2 4,13X10% 2,72X102 6,60X107
Acierto de anticuerpo 1 | 1,19X10° 1,25X10! 1,05X10¢
higG4PE ISTC NB

Los datos de asociacion y disociacion de la interaccion se ajustaron usando un modelo de reaccién biomolecular
(modelo de Langmuir 1:1). Los valores para la constante de velocidad de asociacion (kon), la constante de velocidad
de disociacion (kort) y la constante de disociacion (kp) se calcularon a partir de los datos de unién mediante el software
BlAevaluacion.

Punto de referencia 1: anticuerpo anti-antigeno Y

Punto de referencia 2: anticuerpo anti-antigeno Y

NB: no se observa union

higG4PE ISTC: IgG4 de control de isotipo humana

El anticuerpo del acierto 1 estaba en formato IgG4PE.

Conclusién

El acierto 1 mostrdé unién al antigeno Y en el intervalo de afinidad proporcionado en la tabla 2 y velocidades de
asociacion (kon) y disociacion (ko) rapidas para el antigeno Y. No se observé unién al antigeno Y con ISTC. El
anticuerpo del acierto 1 muestra velocidades cinéticas y afinidad de unién similares al antigeno Y en comparacioén con
los anticuerpos de referencia. Esto muestra que los presentes ratones con cadenas ligeras comunes pueden generar
anticuerpos con dominios variables humanos que se unen especificamente al antigeno diana con una cinética de
unién deseable.

Ejemplo 9: Analisis de poblaciones de células B de ratones con cadenas ligeras comunes

Se analizaron los compartimentos de células B de ratones de la invencion. Los resultados se muestran en las figuras
5 a 9 como sigue. Los ratones “Rag” seleccionados como diana” eran ratones producidos como se describe en el
Ejemplo 4, derivados de células ES modificadas genéticamente. Por lo tanto, los genomas de los ratones comprendian
la insercion de cadena ligera lambda humana reordenada y una regién variable de cadena pesada humana no
reordenada comprendida por un locus de IgH.

Figura 5

Los ratones quimera generados a partir de blastocistos Rag” microinyectados con células ES seleccionadas como
diana (Rag’ seleccionadas como diana) tenian un nimero total similar de células de bazo viables en comparacion
con los ratones de tipo silvestre (Tipo Silvestre). Nimero total de células de bazo viables después de la inmunizacién
(sensibilizacién con antigeno seguido de dos refuerzos con antigeno) con antigeno no divulgado (diana Y). Como
control, ratones no inmunizados deficientes en Rag” mostraron un nimero total bajo de células de bazo viables. Rag”
seleccionadas como diana, raton quimera derivado de células ES seleccionadas como diana y blastocistos deficientes
en Rag”, Tipo Silvestre, ratén de tipo silvestre; Rag” sin tratamiento previo, ratones deficientes en Rag”™ no
inmunizados.

Figura 6

Los ratones quimera generados a partir de blastocistos Rag™ microinyectados con células ES seleccionadas como
diana (Rag™ seleccionadas como diana) tenian un nimero similar de células B positivas para CD19 y positivas para
B220 en comparacién con los ratones de tipo silvestre (Tipo Silvestre). Nimero total de células B de bazo viables
después de la inmunizacion (sensibilizacién con antigeno seguido de dos refuerzos con antigeno) con antigeno no
divulgado (diana Y). Como control, ratones no inmunizados deficientes en Rag” (Rag” sin tratamiento previo)
mostraron un niimero total minimo de células B (CD19+ / B220*). Rag” seleccionadas como diana, ratén quimera
derivado de células ES seleccionadas como diana y blastocistos deficientes en Rag’, Tipo Silvestre, raton de tipo
silvestre; Rag” sin tratamiento previo, ratones deficientes en Rag” no inmunizados.
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Figura 7

El porcentaje de poblacion de células B de bazo positivas para CD19 y positivas para B220 en ratones quimera
generados a partir de blastocistos Rag” microinyectados con células ES seleccionadas como diana (Rag”
seleccionadas como diana) fue similar al de los ratones de tipo silvestre (Tipo Silvestre). Porcentaje de poblacion de
células B de bazo positivas para CD19 y positivas para B220 después de la inmunizacién (sensibilizacién con antigeno
seguido de dos refuerzos con antigeno) con antigeno no divulgado (diana Y). Como control, ratones no inmunizados
deficientes en Rag” (Rag” sin tratamiento previo) mostraron un porcentaje minimo de poblacion de células B de bazo
positivas para CD19 y positivas para B220. Rag” seleccionadas como diana, ratén quimera derivado de células ES
seleccionadas como diana y blastocistos deficientes en Rag”, Tipo Silvestre, ratén de tipo silvestre; Rag” sin
tratamiento previo, ratones deficientes en Rag™” no inmunizados.

Figura 8

El porcentaje de poblacion de células B de bazo positivas para CD19 y positivas para B220 en ratones quimera
generados a partir de blastocistos Rag” microinyectados con células ES seleccionadas como diana (Rag”
seleccionadas como diana) fue similar al de los ratones de tipo silvestre (Tipo Silvestre). Porcentaje de poblacion de
células B de bazo positivas para CD19 y positivas para B220 después de la inmunizacién (sensibilizacién con antigeno
seguido de dos refuerzos con antigeno) con antigeno no divulgado (diana Y). Como control, ratones no inmunizados
deficientes en Rag” (Rag” sin tratamiento previo) mostraron un porcentaje minimo de poblacion de células B de bazo
positivas para CD19 y positivas para B220. Rag” seleccionadas como diana, ratén quimera derivado de células ES
modificadas genéticamente seleccionadas como diana y blastocistos deficientes en Rag™, Tipo Silvestre, ratén de tipo
silvestre; Rag™ sin tratamiento previo, ratones deficientes en Rag™” no inmunizados.

Figura 9

El porcentaje de poblacion de células B IgG positivas para antigeno en ratones quimera generados a partir de
blastocistos Rag” microinyectados con células ES seleccionadas como diana (Rag™ seleccionadas como diana) fue
similar al de los ratones de tipo silvestre (Tipo Silvestre). Porcentaje de poblacion de células B de bazo positivas para
antigeno, positivas para CD19 o positivas para B220, negativas para IgM y negativas para IgD después de la
inmunizacion (sensibilizacién con antigeno seguido de uno o dos refuerzos con antigeno) con antigeno no divulgado
(diana Y). Rag” seleccionadas como diana, ratén quimera derivado de células ES modificadas genéticamente
seleccionadas como diana y ratones deficientes en Rag™; Tipo Silvestre, raton de tipo silvestre.

Conclusién

Ratones quimera “Rag” seleccionados como diana”’ derivados de células ES modificadas genéticamente
microinyectadas en blastocistos deficientes en Rag” produjeron células B de bazo negativas para IgM, negativas para
IgD y positivas para antigeno después de una sensibilizacion con antigeno y uno o dos refuerzos con antigeno de una
manera similar a los ratones de tipo silvestre. En comparacién, ratones no quiméricos deficientes en Rag”™ no
produjeron células B de bazo. Estas observaciones respaldan la observacion de los inventores de que los ratones
generados a partir de células ES modificadas genéticamente microinyectadas en Rag” tienen una respuesta
inmunitaria funcional que generé células B IgG positivas para antigeno en respuesta a un régimen de inmunizacion.

De manera (til, puede emparejarse una copia respectiva de la cadena ligera comin con una copia de una cadena
pesada de un anticuerpo (aislado de un ratén con cadenas ligeras comunes inmunizado de la invencion) que se une
aladiana Y y una copia de una cadena pesada de una anticuerpo que se une a la diana Z para producir un anticuerpo
biespecifico de 4 cadenas que se une especificamente a Y y Z. Esto puede expresarse a partir de una célula (por
ejemplo, una célula eucaridtica, de mamifero, humana, CHO, Cos o HEK293) que comprende (i} una secuencia de
nuclettidos expresable que codifica la cadena ligera; (ii} una secuencia de nucleétidos expresable que codifica una
cadena pesada que se une especificamente a la diana Y; y (iii} una secuencia de nucleétidos expresable que codifica
una cadena pesada que se une especificamente a la diana Z. Alternativamente, la célula comprende (i) y (ii) y una
segunda célula comprende (iii}, en donde los productos de expresién de cadena pesada y ligera de las células pueden
mezclarse para producir el anticuerpo biespecifico. Alternativamente, la célula comprende (i) y (iii} y una segunda
célula comprende (i), en donde los productos de expresién de cadena pesada y ligera de las células pueden mezclarse
para producir el anticuerpo biespecifico. Alternativamente, la célula comprende (ii} y (iii) y una segunda célula
comprende (i), en donde los productos de expresién de cadena pesada y ligera de las células pueden mezclarse para
producir el anticuerpo biespecifico. Alternativamente, (i), (i) y (iii} estan compuestos por células respectivas separadas
y los productos de expresién de cadenas de anticuerpos de las células se mezclan para producir un anticuerpo
biespecifico. En un ejemplo, las regiones constantes de cadena pesada comprenden motivos 0 mutaciones (por
ejemplo, pares de carga o motivos de botones en ojales, véanse las referencias anteriores) que promueven el
emparejamiento de la cadena pesada anti-diana Y con la cadena pesada anti-diana Z.

Metodologia
Introduccioén:

Después de la inmunizacion con el antigeno Y, se procesaron células B de bazo que expresaban anticuerpos con
cambio de clase especificos para dicho antigeno y se clasificaron las células individuales. Se analizaron ratones
quimera Rag™ seleccionados como diana en busca de evidencia de un sistema inmunitario funcional y se compararon
con ratones de control de tipo silvestre. También se realiz6 una comparacién adicional con ratones Rag” no
quiméricos, que demuestran una respuesta inmunitaria basal minima.
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Materiales :

Tabla 3: Tabla de reactivos:

Reactivo Proveedor N.2 de cat. N.2 de lote
RPMI Gibco 11835-063 1881906
Suero bovino fetal inactivado por calor Gibco 10270-106 08G2073K
Tampén de lisis de ARN Epicentre QER090150 20151690
Bloqueante de fcX/Fc¢ TruStain Biolegend 101320 B221805
7-AAD eBioscience 00-6993-50 4298663
CD19-BUV395 BD Horizon 563557 7125716
CD45R/B220-BUV395 BD Horizon 563793 7177756
IgM-BV786 BD Horizon 564028 7048650
IgD-BV605 BD Horizon 563003 7226860
Ly-6G-APCCy7 BD Pharmingen 557661 7040615
CD8a-APC-H7 BD Pharmingen 560182 7110593
F4/80-APCCy7 Biolegend 123118 B217243
CD4-APC-H7 BD Pharmingen 560181 7012678
CD11¢c-APC-Cy7 BD Pharmingen 561241 7096608
Tampon de lisis ACK Life Technologies A10492-01 N/A
Antigeno no divulgado Y-647 (1 pg /ml) Interno

Método:

Procesamiento de muestras:

Se extrajeron y homogeneizaron bazos de ratones inmunizados utilizando filtros celulares de 40 um mediante
procedimientos asépticos. Las células se sedimentaron mediante centrifugacion (350 rcf durante 10 minutos a 4 °C) y
el sobrenadante se aspir6 cuidadosamente. Los globulos rojos se eliminaron mediante lisis utilizando 1 ml de tampén
de lisis ACK y se incubaron durante 2 minutos a temperatura ambiente. La reaccién de lisis se terminé afiadiendo un
exceso de FBS al 3 %/tampén RPMI. Posteriormente, las células se filtraron utilizando filtros celulares de 40 um, se
sedimentaron como anteriormente y se resuspendieron en 340 pl de tampoén. Se bloquearon todos los receptores de
Fc expresados en las células procesadas, eliminando la tincion no especifica de células B mientras se mantenia la
tincion especifica mediada por anticuerpos, utilizando un bloqueante de Fc. En esta fase se realizé un recuento celular
total.

Tincién:

Las suspensiones de células individuales preparadas a partir de bazos se tifieron de la siguiente manera. Se definieron
poblaciones de bazo de células B maduras con cambio de clase utilizando anticuerpo anti-CD45R conjugado con
BUV395 (seleccion), anti-CD19 conjugado con BUV395 (seleccion), anti-IgM conjugado con BV786 (de agotamiento)
y anti-IlgD conjugado con BV605 (de agotamiento). Las células distintas de las células B, como neutréfilos y monocitos,
células T positivas para CD8, macréfagos, células T positivas para CD4 y células dendriticas, se excluyeron utilizando
anticuerpo anti-Ly-6G/C conjugado con APCCy7, anti-CD8a conjugado con APC-H7, anti-F4/80 conjugado con
APCCy7, anti-CD4 conjugado con APC-H7 y anti-CD11c conjugado con APC-Cy7, respectivamente. Las poblaciones
positivas para antigeno se identificaron utilizando el mismo antigeno utilizado para la inmunizacién marcado con Alexa-
647. Las células no viables se excluyeron utilizando 7-AAD. Se cred un conjunto de células de control sin marcar con
antigeno para permitir que se derivara una FMO (fluorescencia menos uno). También se tomaron controles de tincién
positivos adicionales y controles de 7AAD (vivo/muerto). Todas las reacciones de tincion se incubaron a 4 °C durante
20 minutos usando 1 x 108 células en 100 ul de PBS con FBS al 3 %. Las muestras se lavaron dos veces en 400 pl
de PBS con FBS al 3 % y se analizaron en un citémetro de flujo BD FACSAria Fusion (BD Biosciences). Todos los
datos adquiridos se analizaron utilizando el software Flow-Jo™. Las células de interés eran células individuales
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clasificadas directamente en placas de 96 pocillos que contenian tampén de lisis de ARN. Luego, las muestras se
procesaron utilizando la tecnologia de células B (BCT).

19



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2986 443 T3

REIVINDICACIONES

1. Una célula que comprende un locus de cadena ligera kappa de anticuerpo (primer locus), en donde el locus
comprende (en direccién de 5’ a 3)
(a) un potenciador intrénico EiK de cadena ligera;
(b) una regién variable de anticuerpo reordenada que codifica un dominio V de anticuerpo reordenado; y
(c) una region constante de cadena ligera de anticuerpo que codifica un dominio C de cadena ligera;
en donde el locus es operable para expresar una cadena de anticuerpo que comprende (en direccion N a C-terminal)
dicho dominio V reordenado y dicho dominio C,
en donde el genoma celular comprende un segundo locus de anticuerpo, en donde el segundo locus es un locus de
cadena pesada de anticuerpo no reordenado que comprende (en direccion 5 a 3')
(a) segmentos génicos de VH;
(b) uno o mas segmentos génicos de DH;
(c) uno o mas segmentos génicos de JH; y
(d) una regién constante de cadena pesada que codifica uno o0 mas dominios CH;
en donde el locus de cadena pesada es operable para expresar una pluralidad de cadenas pesadas; y
en donde dicho locus de cadena pesada comprende
(i) todos los segmentos génicos de VH humanos del grupo que consiste en IGHV1-3, IGHV1-8, IGHV1-18,
IGHV1-46, IGHV3-7, IGHV3-9, IGHV3-11, IGHV3-15, IGHV3-20, IGHV3-21, IGHV3-23, IGHV3-30, IGHV3-
33, IGHV3-48, IGHV3-53, IGHV4-4, IGHV4-31, IGHV4-34, IGHV4-39, IGHV4-59, IGHV4-61, IGHV5-51,
IGHV6-1 e IGHV7-4-1; 0
(i) al menos 5 segmentos génicos de VH humanos del grupo que consiste en IGHV1-3*01, IGHV1-8*01,
IGHV1-18*01, IGHV1-46*03, IGHV3-7*01, IGHV3-9*01, IGHV3-11*01, IGHV3-15*01, IGHV3-20*d01, IGHV3-
21703, IGHV3-23*04, IGHV3-30*18, IGHV3-33*01, IGHV3-48*02, IGHV3-53*01, IGHV4-4*02, IGHV4-31*03,
IGHV4-34*01, IGHV4-39*01, IGHV4-59*01, IGHV4-61*01, IGHV5-51*01, IGHV6-1*01 e IGHV7-4-1*01.

2. La célula de cualquier reivindicacion anterior, en donde
(a) el dominio V reordenado es un VK y el dominio C es un CK;
(b) el dominio V reordenado es un VK y el dominio C es un CA;
(c) el dominio V reordenado es un vA y el dominio C es un CA; 0
(d) el dominio V reordenado es un vA y el dominio C es un CK.

3. La célula de cualquier reivindicacién anterior, en donde el locus comprende (en direccién 5’ a 3°)

(a) un promotor operable para promover la transcripcién de la regioén variable;

(b) una secuencia de nucleétidos que codifica un péptido sefial de dominio variable;

(c) dicho potenciador intrénico;

(d) dicha regién variable de anticuerpo reordenada; y (e) dicha regién constante de cadena ligera de anticuerpo,
en donde el locus es operable para expresar transcritos de ARN que codifican (en direccién N a C-terminal} dicha
secuencia de péptido sefial fusionada a la secuencia de aminoacidos de dicho dominio variable.

4. La célula de cualquier reivindicacién anterior, en donde la célula es una célula ES, iPS, hibridoma o célula B.
5. La célula de cualquier reivindicacion anterior, en donde el dominio V reordenado es un dominio V kappa o lambda.

6. La célula de cualquier reivindicacién anterior, en donde la regién variable codifica un dominio V que tiene una
especificidad de unién por un primer antigeno predeterminado o un primer epitopo, en donde el locus es operable para
expresar una cadena de anticuerpo que comprende un dominio V que retiene dicha especificidad.

7. La célula de cualquier reivindicacién anterior, en donde la célula comprende un segundo locus de anticuerpo que
es operable para expresar una segunda cadena de anticuerpo, en donde la segunda cadena comprende un segundo
dominio V reordenado que forma un sitio de unién con el primer dominio V reordenado, en donde el sitio de union es
capaz de unirse especificamente a un antigeno o epitopo predeterminado.

8. La célula de la reivindicacién 7 cuando depende de la reivindicacién 6, en donde los antigenos predeterminados
son diferentes y dicho otro y segundo dominios V son diferentes; o en donde los epitopos son diferentes y dicho otro
y segundo dominios V son diferentes.

9. La célula de la reivindicacién 8, en donde
(a) el primer dominio es un dominio VL y el segundo y dichos otros dominios V son dominios VH; o
(b} en donde el primer dominio es un dominio VH y el segundo y dichos otros dominios V son dominios VL.

10. La célula de cualquier reivindicacion anterior, en donde la region variable esta dentro de 0,5 kb en 3’ del
potenciador.

11. La célula de cualquier reivindicacién anterior, en donde el locus comprende un segundo potenciador que esta en
3’ de la region constante.

20



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2986 443 T3

12. La célula de cualquier reivindicacién anterior, en donde la célula es una célula de mamifero no humano, ratén, rata
o roedor.

13. La célula de cualquier reivindicacion anterior, en donde dicha regién constante esta en un locus de anticuerpo
endégeno de la célula.

14. La célula de la reivindicacién 13 cuando depende de la reivindicacién 1, en donde dicho locus endégeno es un
locus de cadena kappa endégeno.

15. La célula de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en donde el locus esta comprendido por un transgén
que esta comprendido por el genoma de la célula en una posicién fuera de un locus de anticuerpo endégeno.

16. La célula de cualquier reivindicacion anterior, en donde la célula es homocigota para dicho locus.

17. La célula de cualquier reivindicacion anterior cuando depende de la reivindicacién 1, en donde el locus de cadena
pesada es operable para expresar una pluralidad de cadenas pesadas, que comprenden una pluralidad de
especificidades o afinidades antigénicas, siendo capaz cada una de dichas cadenas pesadas de emparejarse con una
cadena de anticuerpo codificada por el primer locus para producir cadenas emparejadas que comprenden un sitio de
unién a antigeno.

18. La célula de cualquier reivindicacién anterior, en donde cada regién variable o segmento génico es humano.

19. La célula de cualquier reivindicacion anterior, en donde la célula es una célula de ratén y cada region constante es
una region constante de ratén, rata o ser humano.

20 La célula de cualquier reivindicacién anterior, en donde cada uno de dichos potenciadores es un potenciador
endégeno de la célula.

21. La célula de cualquier reivindicacién anterior, en donde la célula es una célula de ratén y cada uno de dichos
potenciadores es un potenciador de ratén.

22. La célula de cualquier reivindicacion anterior, en donde

(a) la célula es una célula de ratdn, la regién variable es una regioén variable humana, el potenciador intrénico es un
potenciador intronico de ratén en un locus de anticuerpo enddgeno de la célula y dicha regién constante es una region
constante de ratén, rata o ser humano; o

(b) la célula es una célula de rata, la region variable es una regién variable humana, el potenciador intronico es un
potenciador intrénico de rata en un locus de anticuerpo endégeno de la célula y dicha regién constante es una region
constante de ratén, rata o ser humano.

23. La célula de cualquier reivindicacion anterior, en donde la region variable reordenada es una reordenacion de

(a) IGLV3-21 e IGLJ3 humanos y opcionalmente conectados operativamente al promotor IGLV3-21 de linea germinal
humana y/o a la secuencia de nucleotidos que codifica el péptido sefial;

(b) IGK1-39 e IGKJ1 o 5 humanos y opcionalmente conectados operativamente al promotor IGKV1-39 de linea
germinal humana y/o a la secuencia de nucleétidos que codifica el péptido sefial;

(c) IGK3-20 e IGKJ1 o 5 humanos y opcionalmente conectados operativamente al promotor de IGKV3-20 de linea
germinal humana y/o a la secuencia de nucleétidos que codifica el péptido sefial;

(d) VpreB y J\5 humanos y opcionalmente conectados operativamente al promotor VpreB de linea germinal humana
y/o a la secuencia de nucleétidos que codifica el péptido sefial.

24. Un vertebrado no humano transgénico que comprende una pluralidad de células segin cualquiera de las
reivindicaciones anteriores.

25. El vertebrado de la reivindicacion 24, en donde la linea germinal de dicho vertebrado comprende un primer locus
(y opcionalmente el segundo locus) como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 23.

26. El vertebrado de la reivindicacion 24, en donde el vertebrado es una quimera de dichas células y una pluralidad
de otras células que no comprenden el primer locus, en donde la linea germinal del vertebrado no comprende dicho
primer locus.

27. El vertebrado de una cualquiera de las reivindicaciones 24 a 26, que comprende una primera pluralidad de células
y una segunda pluralidad de células, en donde las células de la primera pluralidad comprenden el mismo primer locus
de anticuerpo idéntico, y las células de la segunda pluralidad comprenden el mismo locus de anticuerpo idéntico
adicional, en donde cada locus de anticuerpo es segun el primer locus de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
27, en donde el vertebrado es capaz de expresar una primera pluralidad de cadenas de anticuerpos de dicho primer
locus idéntico y una segunda pluralidad de cadenas de anticuerpos de dicho locus adicional, y en donde el locus de
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anticuerpo de las primeras células es diferente del locus de anticuerpo de las segundas células.

28. El vertebrado de la reivindicacién 27, en donde el vertebrado comprende una tercera pluralidad de células, en
donde las células de la tercera pluralidad comprenden el mismo locus de anticuerpo adicional, en donde el locus
adicional es segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 23 y es diferente de dichos locus de anticuerpos de las
células primera y segunda, en donde el vertebrado es capaz de expresar una tercera pluralidad de cadenas de
anticuerpos a partir del locus adicional.

29. El vertebrado de la reivindicacién 27 o 28, en donde el vertebrado es una quimera de dichas células y una pluralidad
de otras células que no comprenden un primer locus segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 24 o dichos
locus adicionales o extra.

30. El vertebrado de una cualquiera de las reivindicaciones 24-29, en donde el repertorio de cadenas ligeras de
anticuerpos es al menos el 99 % puro para una Unica especie de dominio VL reordenado.

31. Una poblacién de células de bazo, médula 6sea, células B, hibridomas, células CHO, células HEK, células MEF,
células COS, células Hela o células sanguineas, en donde cada célula es segun una cualquiera de las reivindicaciones
1-23; y opcionalmente, en donde las células expresan al menos 10 especies de anticuerpos diferentes en donde

(a) al menos el 95 % de los anticuerpos comparten el mismo dominio VL de cadena ligera y la poblacion comprende
al menos 10 especies de dominio VH diferentes; o

(b) los anticuerpos comprenden dominios VL derivados de la recombinacién de un primer segmento génico de VLy
un primer segmento génico de JL, en donde al menos el 95 % de todos dichos dominios VL derivados de dicha
recombinaciéon comprenden la misma secuencia de aminoacidos de VL y la poblacién comprende al menos 10
especies de dominio VH diferentes.

32. Un método para identificar u obtener un anticuerpo, un dominio variable de anticuerpo, una secuencia de
nucleétidos que codifica un anticuerpo o un dominio variable de anticuerpo, o un vector de expresién o célula huésped
que es capaz de expresar el anticuerpo o dominio, en donde el anticuerpo o dominio es capaz de unirse
especificamente a un antigeno diana, comprendiendo el método
(a) poner en contacto la poblacién celular de la reivindicacién 31 con dicho antigeno;
(b) unir anticuerpos expresados o comprendidos por dicha poblacion a dicho antigeno; y
(c) aislar o identificar uno 0 mas anticuerpos que se unen al antigeno, o aislar o identificar un dominio VH y/o VL de
dicho uno o mas anticuerpos; o identificar una secuencia de nucleétidos que codifica dicho VH o VL; y
(d) opcionalmente
(i} correlacionar dicho anticuerpo o dominio identificado con una secuencia de nucleotidos que lo codifica, identificando
de ese modo dicha secuencia;
(i) amplificar dicha secuencia e insertar la secuencia en un vector de expresion o en el genoma de una célula huésped
para la expresion del anticuerpo o dominio codificado; y
(iii) opcionalmente expresar y aislar dicho anticuerpo o dominio,

en donde las etapas (i} y (ii} pueden llevarse a cabo en cualquier orden.

33. El método de la reivindicacién 32, que comprende usar el método para amplificar las secuencias de nucleétidos
de VH y VL que codifican los dominios VH y VL del anticuerpo identificado y que comprende ademas insertar las
secuencias de nucledtidos de VH y VL en el vector o célula para la coexpresion del VH y VL para producir sitios de
union VH/VL emparejados que son capaces de unirse al antigeno, y expresar (y opcionalmente aislar) los sitios de
union.

34. El método de la reivindicacién 33, en donde el método comprende expresar el VH y VL en presencia de una
especie adicional de dominio VH, en donde el VL y el VH adicional forman sitios VH/VL emparejados adicionales que
son capaces de unirse a un antigeno adicional, en donde el antigeno adicional y el antigeno mencionado en la
reivindicacién 33 son diferentes, comprendiendo el método coexpresar (y opcionalmente aislar) los sitios de unién en
donde los sitios de unién estan comprendidos por anticuerpos biespecificos codificados por el vector o la célula, en
donde los anticuerpos biespecificos comprenden un sitio de unién respectivo para cada uno de dichos antigenos.

35. El método de la reivindicacion 34, en donde los anticuerpos biespecificos son anticuerpos de 4 cadenas que
comprenden un primer par de cadena pesada-cadena ligera y un segundo par de cadena pesada-cadena ligera, en
donde

(a) la cadena ligera en los pares primero y segundo comprende dicho dominio VL,

(b) la cadena pesada del primer par comprende el dominio VH mencionado en la reivindicacién 34, en donde el dominio
VH forma un sitio de unién VH/VL con dicho dominio VL y en donde el sitio de union es capaz de unirse especificamente
a dicho antigeno mencionado en la reivindicacion 33;

(c) la cadena pesada del segundo par comprende dicho dominio VH adicional que forma un sitio de unién VH/VL con
dicho dominio VL y en donde el sitio de unién es capaz de unirse especificamente a dicho antigeno adicional
mencionado en la reivindicacion 34.

36. El método de la reivindicacion 35, en donde cada anticuerpo de 4 cadenas comprende regiones constantes de
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cadena pesada mutadas para promover el emparejamiento de las cadenas pesadas de los pares pesado-ligero
primero y segundo; opcionalmente en donde las mutaciones son mutaciones de botén en ojal o mutaciones de pares
de carga.

37. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 32 a 36, en donde el método comprende obtener secuencias
de nucledtidos que codifican VL y/o VH a partir de las células de la reivindicacién 31 o 35, y en la etapa (d) (i) usar las
secuencias de nucleétidos para correlacionar uno o mas de las mismas con uno o mas dominios VH y/o VL de dichos
anticuerpos que se unen al antigeno.

38. Un método para obtener una secuencia de nucleétidos que codifica un anticuerpo o un dominio variable de
anticuerpo, en donde el anticuerpo o dominio es capaz de unirse especificamente a un antigeno diana, comprendiendo
el método

(a) obtener secuencias de nucleétidos que codifican VL y/o VH a partir de las células de la reivindicaciéon 31 o 35; (b)
amplificar dicha secuencia; y

(c) opcionalmente, insertar la secuencia en un vector de expresién o en el genoma de una célula huésped para la
expresion del anticuerpo o dominio codificado.

39. Un método para obtener una linea celular productora de anticuerpos para la produccién de anticuerpos que se
unen especificamente a un antigeno, comprendiendo el método obtener secuencias de nucleétidos que codifican VL
y/o VH a partir de las células de la reivindicacion 31 o 35; e insertar las secuencias en el genoma de una célula
huésped, en donde

(a) cada secuencia de VH se inserta operativamente en 5’ de una regién constante de cadena pesada de anticuerpo
para la expresion de cadenas pesadas por la célula que comprende dominios VH y C;

(b) cada secuencia de VL se inserta operativamente en 5’ de una regién constante de cadena ligera de anticuerpo
para la expresion de cadenas ligeras por la célula que comprende dominios VL y C;

(c) en donde las cadenas pesadas expresadas son capaces de emparejarse con las cadenas ligeras para producir
pares de cadenas pesadas-ligeras, comprendiendo cada par un sitio de unién VH/VL que es capaz de unirse a un
antigeno; y

(d) en donde las secuencias de nucleétidos que codifican VH y VL son las secuencias de secuencias de nucleétidos
que codifican VH y VL de una o mas células de la reivindicacion 31.

40. El método de la reivindicacion 39, que comprende insertar secuencias de nucleodtidos que codifican VH primera y
segunda en el genoma celular, en donde

(a) el primer VH (cuando se expresa como parte de primeras cadenas pesadas) es capaz de emparejarse con el VL
(cuando se expresa como parte de cadenas ligeras) para formar un primer sitio de unién VH/VL que es capaz de unirse
especificamente a un primer antigeno;

(b) el segundo VH (cuando se expresa como parte de segundas cadenas pesadas) es capaz de emparejarse con el
VL (cuando se expresa como parte de cadenas ligeras) para formar un segundo sitio de unién VH/VL que es capaz
de unirse especificamente a un segundo antigeno;

(c) los antigenos primero y segundo son diferentes;

en donde las cadenas pesadas primera y segunda y las cadenas ligeras son capaces de emparejarse para producir
anticuerpos biespecificos de 4 cadenas que comprenden un primer par de cadena pesada-cadena ligera y un segundo
par de cadena pesada-cadena ligera, en donde

(d) la cadena pesada del primer par de cadena pesada-cadena ligera comprende el primer VH; y

(e) la cadena pesada del segundo par de cadena pesada-cadena ligera comprende el segundo dominio VH.

41. Un método para obtener un anticuerpo biespecifico, comprendiendo el método:
1. obtener un primer anticuerpo que comprende primeros dominios VH y VL humanos, en donde el
anticuerpo se une especificamente a un primer antigeno predeterminado; u obtener secuencias de
nucleétidos que codifican dicho VL o la cadena ligera del anticuerpo;
2. obtener una célula ES de ratén transgénico que comprende un locus de IgH (en forma heterocigota
u homocigota), en donde el locus de IgH comprende una regién variable humanizada para expresar
una pluralidad de dominios VH humanos diferentes;
3. insertar una secuencia de nucleétidos que codifica la cadena ligera del anticuerpo o el VL del mismo
en el genoma de la célula ES, en donde la insercion es entre EiK y CK de un alelo del locus kappa del
genoma de la célula ES para producir una célula segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 23;
4. opcionalmente, modificar el otro alelo del locus kappa para que no sea capaz de expresar cadenas
ligeras kappa, o modificar el alelo mediante lo cual se inserta una secuencia de nucleétidos que codifica
la cadena ligera del primer o segundo anticuerpo o el VL del mismo entre EiK y CK de dicho otro alelo
del locus kappa;
5. desarrollar la célula ES en un ratén, en donde el raton o la(s) cria(s) asi desarrollado(s) comprende(n)
al menos un locus kappa que es capaz de expresar la cadena ligera o VL, en donde la cadena ligera o
VL se empareja con cadenas pesadas o VH expresadas por el ratéon para formar sitios de unién a
antigeno VH/VL;
6. opcionalmente, obtener ratones de progenie, en donde cada uno de la progenie comprende al menos
un locus kappa que es capaz de expresar la cadena ligera o VL, en donde la cadena ligera o VL se
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empareja con cadenas pesadas o VH expresadas por el ratén de progenie para formar sitios de unién
a antigeno VH/VL;

7. inmunizar el ratén de la etapa 5 o dicho ratén de progenie con un segundo antigeno, en donde los
antigenos primero y segundo son diferentes;

8. obtener de un ratén inmunizado de la etapa 7 una secuencia de nucleétidos que codifica un VH
(segundo VH) que se empareja con el VL (0 un VH de una cadena pesada que se empareja con el VL
de la cadena ligera), en donde el segundo VH y VL forman un sitio de unién a antigeno que se une
especificamente al segundo antigeno;

9. insertar una secuencia de nucleétidos que codifica el primer VH, una secuencia de nucledtidos que
codifica el segundo VH y una secuencia de nucleétidos que codifica el VL en uno o mas vectores de
expresién o en el genoma de una o mas células huésped, estando cada secuencia de nucleétidos de
V en conexién operable en 5 de una primera regién CH, segunda CH o CL de anticuerpo,
respectivamente, para la expresion de primeras cadenas pesadas de anticuerpo, segundas cadenas
pesadas de anticuerpo o cadenas ligeras de anticuerpo, respectivamente; opcionalmente en donde la
regiones CH primera y segunda codifican los dominios CH primero y segundo que son dominios CH
humanos mutados que se emparejan entre si y/o en donde las cadenas primera y segunda tienen pl
diferentes;

10. obtener células huésped de |la etapa 9 y expresar las cadenas pesada y ligera en las células
huésped, mediante lo cual se producen anticuerpos biespecificos, comprendiendo cada uno de ellos
un primer par de cadena pesada/cadena ligera que comprende un sitio de unién VH/VL que es capaz
de unirse especificamente al primer antigeno, y un segundo par de cadena pesada/cadena ligera que
comprende un sitio de unién VH/VL que es capaz de unirse especificamente al segundo antigeno; y
11. aislar dichos anticuerpos biespecificos.

42. Un método para producir una célula de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 23 o un vertebrado de una
cualquiera de las reivindicaciones 24 a 30, comprendiendo el método

(a) obtener un acido nucleico que comprende una region variable de anticuerpo reordenada que codifica un dominio
V de anticuerpo reordenado; y

(b) insertar la regién variable o una copia de la misma en el genoma de una célula, mediante lo cual la regién variable
esta comprendida por un locus de anticuerpo en dicho genoma,

en donde el locus comprende (en direccién 5’ a 3’) (¢} un potenciador intrénico EiK de cadena ligera de anticuerpo;
(d) dicha regi6n variable de anticuerpo reordenada; y

(e) una region constante de anticuerpo que codifica un dominio C de cadena ligera de anticuerpo;

en donde el locus es operable para expresar una cadena de anticuerpo que comprende (en direccién N a C-terminal)
dicho dominio V reordenado y dicho dominio C; y

(f) opcionalmente, en donde la célula es una célula ES o una célula iPS de vertebrado no humano, comprendiendo el
método ademas generar el vertebrado no humano de una cualquiera de las reivindicaciones 24 a 30 a partir de la
célula.

43. El método de la reivindicacion 42, en donde el dominio variable es un VL y el dominio C es CL.

44. El método de la reivindicacion 42 o 43, en donde dicha insercién se lleva a cabo usando recombinaciéon homoéloga
o recombinacion especifica de sitio con ADN cromosémico de la célula.

45. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 42 a 44, que comprende obtener un transgén que comprende
(en direccion 5" a 3)

(a) dicho potenciador intrénico EiK;

(b) dicha regi6én variable de anticuerpo reordenada; y

(c) dicha region constante de cadena ligera de anticuerpo; e

insertar dicho transgén en el genoma de la célula, mediante lo cual dicho locus de anticuerpo esta comprendido por la
célula.

46. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 42 a 44, que comprende insertar dicha regién variable entre
(a) el potenciador intrénico y el CL de un locus de cadena ligera del genoma celular; o
(b) el potenciador intrénico (Eu) y el Cu de un locus de cadena pesada del genoma celular.

47. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 42 a 46, en donde la regién variable codifica un dominio V de
un anticuerpo que se une especificamente a un antigeno predeterminado.

48. El método de la reivindicacién 47, en donde la etapa de obtener el acido nucleico que comprende la regién variable
de anticuerpo reordenada como se menciona en la reivindicaciéon 42 comprende

(a) obtener una célula adicional que exprese dicho anticuerpo mencionado en la reivindicacién 47;

(b) obtener o copiar

i. una secuencia de ADN de la célula adicional que comprende una secuencia de region variable reordenada que
codifica el dominio V; 0

ii. una secuencia de ADN de la célula adicional que comprende una secuencia de regién variable reordenada que
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codifica el dominio V y crear una copia de ADN de dicha secuencia de ARN;
obteniendo de ese modo dicho acido nucleico.

49. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 42 a 48, que comprende cultivar la célula resultante para
producir una pluralidad de células, en donde cada célula es segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 23.

50. Un blastocisto o embrién premoérula de vertebrado no humano implantado con una célula ES o iPS segun una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 23 u obtenido segin el método de una cualquiera de las reivindicaciones 42 a
49,

51. Un &cido nucleico que comprende un transgén para su uso en el método de la reivindicacién 45, comprendiendo
el transgén (en direccion 5’ a 3')

(a) dicho potenciador intrénico EiK;

(b) dicha region variable de anticuerpo reordenada; y

(c) dicha regién constante de cadena ligera de anticuerpo.
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