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DESCRIPCION
Modelos animales y moléculas terapéuticas
Antecedentes

La presente invencion se refiere a ratones y ratas y células de los mismos que se modifican mediante ingenieria
para contener ADN del gen de inmunoglobulina humana y a métodos para la produccion de anticuerpos y cadenas
de anticuerpos producidos por tales animales.

Sumario de la invencién

Todas las coordenadas de nucledtidos para el ratén son aquellas correspondientes a NCBI m37 para la cepa
C57BL/6J de ratén, por ejemplo, abril de 2007 ENSEMBL versién 55.37h, por ejemplo, NCBI37 julio de 2007 (NCBI
build 37) (por ejemplo, UCSC versién mm9 véanse World Wide Web (www) genome.ucsc.edu y World Wide Web
(www) genome.ucsc.edu/FAQ/FAQreleases.html) a menos que se especifique lo contrario. Las coordenadas de
nucleétidos humanos son aquellas correspondientes a GRCh37 (por ejemplo, UCSC version hg 19, World Wide Web
(www) genome.ucsc.edu/FAQ/FAQreleases.himl), feb. de 2009 ENSEMBL version 55.37, o son aquellas
correspondientes a NCBI36, Ensemble versién 54 a menos que se especifique lo contrario. Los nucleétidos de rata
son aquellos correspondientes a RGSC 3.4 dic. de 2004 ENSEMBL versién 55.34w, o Baylor College of Medicine
HGSC v3.4 nov. de 2004 (por ejemplo, UCSC rn4, véase World Wide Web (www) genome.ucsc.edu y World Wide
Web (www) genome.ucsc.edu/FAQ/FAQreleases.html) a menos que se especifique lo contrario. La referencia a
trabajo en ratones en el presente documento es solo a modo de ejemplo, y se considera que la referencia a ratones
incluye la referencia a todos los mamiferos no humanos a menos que resulte evidente de lo contrario a partir de la
divulgacion, prefiriéndose los ratones como mamifero no humano.

Todas las definiciones dadas a conocer en los documentos US2012/0204278 y PCT/GB2013/050682 se dan a
conocer especifica y explicitamente en el presente documento.

La referencia a segmentos génicos humanos en el presente documento abarca tanto la secuencia de segmento
génico humano de linea germinal como la forma recombinada del segmento génico que puede incluir una o mas
mutaciones en relacién con la secuencia de segmento génico humano de linea germinal, por ejemplo, alelos dados a
conocer en la base de datos IMGT y la base de datos 1000, asi como en el documento W02013041844.

Todos los segmentos génicos a los que se hace referencia en el presente documento pueden identificarse usando
analisis de secuencias estandar mediante la comparacién con secuencias de segmento génico de linea germinal
humana opcionalmente mediante referencia a las bases de datos de secuencias publicas, tal como la base de datos
IMGT o 1000 Genomes.

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

La célula de vertebrado no humano de la invencién es una célula de ratén o de rata. El vertebrado no humano de la
invencién es un ratén o una rata.

En un aspecto, que no forma parte de la invencién reivindicada, la divulgacién se refiere a un vertebrado no humano
(por ejemplo, un ratén o una rata) o a una célula cuyo genoma comprende segmentos génicos VH, D y JH humanos
en el sentido de 5" de una regién constante en un locus de cadena pesada enddgeno y/o segmentos génicos VL y JL
humanos en el sentido de 5 de una region constante en un locus de cadena ligera endbgeno, estando los
segmentos génicos unidos operativamente a la regién constante de los mismos de modo que el vertebrado o la
célula es capaz de expresar cadenas pesadas y/o ligeras de inmunoglobulina que comprenden dominios VH y VL
humanos respectivamente, comprendiendo el locus de cadena pesada un segmento génico VH de alelo 01 humano
capaz de recombinarse con un segmento génico D y JH humano para producir un dominio VH, comprendiendo el
locus de cadena ligera un segmento génico VL de alelo 01 humano capaz de recombinarse con un segmento génico
JL humano para producir un dominio VL, o pudiendo desarrollarse la célula en un vertebrado que expresa dichas
cadenas pesadas y/o ligeras.

Tal como se explica adicionalmente en los ejemplos mas adelante, los inventores han descubierto
sorprendentemente que pueden usarse alelos 01 humanos para producir sitios de unién especificos de antigeno,
recombinandose estos de manera apropiada en un vertebrado no humano, presentando mutaciones de unién y
somaticas y pudiendo expresarse y aislarse de manera apropiada.

En otro aspecto, que no forma parte de la invencion reivindicada, la divulgacion se refiere a un vertebrado o célula
no humano (por ejemplo, una célula de ratén o célula de rata) cuyo genoma comprende (a) JH2*01 humano y/o
JH6*01 humano o JH6*02 y/o JH3*02, uno o mas segmentos génicos VH humanos y uno o mas segmentos génicos
D humanos en el sentido de 5’ de una regién constante en un locus de cadena pesada endégeno y/o (b} Jk2*01
humano y/o Jk4*01 humano y uno o mas segmentos génicos Vk humanos en el sentido de 5 de una regién
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constante en un locus de cadena ligera enddgeno, estando los segmentos génicos en cada locus unidos
operativamente a la regién constante de los mismos de modo que el vertebrado o la célula es capaz de producir una
cadena pesada de anticuerpo y una cadena ligera de anticuerpo, o pudiendo desarrollarse la célula en un vertebrado
que expresa una cadena pesada de anticuerpo y una cadena ligera de anticuerpo, produciéndose la cadena pesada
mediante la recombinacién del segmento JH2*01 y/o JH6*01 o JH6*02 humano y/o JH3*02 con un segmento D y un
segmento VH y produciéndose la cadena ligera mediante la recombinacion del segmento Jk2*01 y/o Jk4*01 humano
con un segmento VK. En un ejemplo, el genoma comprende JH2*01 humano. En un ejemplo, el genoma comprende
JH2*01 y JH6"01 humanos. En un ejemplo, el genoma comprende JH2*01, JH6*01 y JH3*02 humanos. En un
ejemplo, el genoma comprende JH6*01 humano. En un ejemplo, el genoma comprende JH6*01 y JH3*02 humanos.
En un ejemplo, el genoma comprende JH3*02 humano. En un ejemplo, la cadena pesada se produce mediante la
recombinacién del segmento JH2*01 humano con un segmento D y un segmento VH. En un ejemplo, la cadena
pesada se produce mediante la recombinaciéon del segmento JH6*01 humano con un segmento D y un segmento
VH. En un ejemplo, la cadena pesada se produce mediante la recombinacién del segmento JH6*02 humano con un
segmento D y un segmento VH. En un ejemplo, la cadena pesada se produce mediante la recombinacién del
segmento JH3*02 humano con un segmento D y un segmento VH.

En otro aspecto, que no forma parte de la invencién reivindicada, la divulgacion se refiere a un vertebrado no
humano cuyo genoma comprende (i) JH1*01, JH2*01, JH3*02, JH4*02, JH5*02 y/o JH6"01 0 JH6*02 humanos, uno
0 mas segmentos génicos VH humanos y uno o mas segmentos génicos D humanos en el sentido de 5’ de una
region constante en un locus de cadena pesada endoégeno y/o (i) Jk1*01, Jk2*01, Jk3*01, Jk4*01 y/o Jk5*01
humanos y uno o mas segmentos génicos Vk humanos en el sentido de 5’ de una regién constante en un locus de
cadena ligera enddgeno, estando los segmentos génicos en cada locus unidos operativamente a la regiébn constante
de los mismos de modo que el vertebrado o la célula es capaz de producir una cadena pesada de anticuerpo y una
cadena ligera de anticuerpo, o pudiendo desarrollarse la célula en un vertebrado que expresa una cadena pesada de
anticuerpo y/o una cadena ligera de anticuerpo, produciéndose la cadena pesada mediante la recombinacién del
segmento JH1*01, JH2*01, JH3*02, JH4*02, JH5*02 y/o JH6*01 o JH6*02 humano con un segmento D y un
segmento VH y produciéndose la cadena ligera mediante la recombinacion del Jk1*01, Jk2*01, Jk3*01, Jk4*01 y/o
Jk5*01 humano con un segmento VK. En un ejemplo, el genoma comprende JH1*01, JH2*01, JH3*02, JH4*02,
JH5*02 y JH6*01 humanos. En un ejemplo, el genoma comprende JH1*01, JH2*01, JH3*02, JH4*02, JH5*02 vy
JH6*02 humanos. En un ejemplo, la cadena pesada se produce mediante la recombinacién del segmento JH2*01
humano con un segmento D y un segmento VH. En un ejemplo, la cadena pesada se produce mediante la
recombinacién del segmento JH6*01 humano con un segmento D y un segmento VH. En un ejemplo, la cadena
pesada se produce mediante la recombinacion del segmento JH6*02 humano con un segmento D y un segmento
VH. En un ejemplo, la cadena pesada se produce mediante la recombinacion del segmento JH3*02 humano con un
segmento D y un segmento VH. Adicional o alternativamente a estos ejemplos de cadena pesada, en un ejemplo la
cadena ligera se produce mediante la recombinacién del segmento Jk2*01 humano con un segmento VK.

En una realizacién, el vertebrado no humano comprende ademas uno o0 mas de los segmentos génicos VH y/o uno o
mas de los segmentos génicos D de la tabla 7 y/o uno o0 mas segmentos génicos Vk de la tabla 12. En una
realizacion adicional, el vertebrado no humano comprende ademas los segmentos génicos VH y segmentos génicos
D de la tabla 3 y/o los segmentos génicos Vk de la tabla 10 u 11.

Los segmentos descritos en el presente documento se han identificado por los inventores como usados amplia y
altamente entre diversas poblaciones étnicas humanas y por tanto tolerados ampliamente para la generacién de
anticuerpos y la eficacia en humanos en general.

En una realizacion adicional, que no forma parte de la invencion reivindicada, la divulgacién se refiere a un
vertebrado o célula de vertebrado no humano (por ejemplo, una célula de ratén o rata célula) cuyo genoma
comprende uno 0 mas segmentos génicos VH humanos, uno o mas segmentos génicos JH humanos y uno o mas
segmentos génicos D humanos en el sentido de 5 de una regién constante en un locus de cadena pesada
endbgeno y uno o mas segmentos génicos JL humanos y uno o mas segmentos génicos VL humanos en el sentido
de 5 de una regién constante en un locus de cadena ligera, estando los segmentos génicos en cada locus unidos
operativamente a la regién constante de los mismos de modo que el vertebrado o la célula es capaz de producir una
cadena pesada de anticuerpo y una cadena ligera de anticuerpo, o pudiendo desarrollarse la célula en un vertebrado
que expresa una cadena pesada de anticuerpo y una cadena ligera de anticuerpo, comprendiendo dicho uno o mas
segmentos génicos VH humanos del locus de cadena pesada o consistiendo en uno, mas o todos los segmentos
génicos VH humanos seleccionados del grupo que consiste en VH3-23*04, VH7-4-1*01, VH4-4*02, VH1-3*01, VH3-
13*01, VH3-7*01, VH3-20*d01 y VH3-9*01.

En una realizacion adicional, que no forma parte de la invencion reivindicada, la divulgacién se refiere a un
vertebrado o célula de vertebrado no humano (por ejemplo, una célula de ratén o rata célula) cuyo genoma
comprende uno 0 mas segmentos génicos VH humanos, uno o mas segmentos génicos JH humanos y uno o mas
segmentos génicos D humanos en el sentido de 5 de una regién constante en un locus de cadena pesada
endbgeno y uno o mas segmentos génicos Jk humanos y uno o mas segmentos génicos Vk humanos en el sentido
de 5 de una regién constante en un locus de cadena ligera, estando los segmentos génicos en cada locus unidos
operativamente a la regién constante de los mismos de modo que el vertebrado o la célula es capaz de producir una
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cadena pesada de anticuerpo y una cadena ligera de anticuerpo, o pudiendo desarrollarse la célula en un vertebrado
que expresa una cadena pesada de anticuerpo y una cadena ligera de anticuerpo, comprendiendo dicho uno o mas
segmentos génicos Vk humanos o consistiendo en uno, mas o todos los segmentos génicos VK humanos
seleccionados del grupo que consiste en Vk4-1*01, Vk2-28*01, Vk1D-13*d01, Vk1-12*01, Vk1D-12*02, Vk3-20*01,
Vk1-17*01, Vk1D-39*01, Vk3-11*01, Vk1D-16*01 y Vk1-9*d01.

En otra realizacién, que no forma parte de la invencion reivindicada, la divulgacién se refiere a un vertebrado o célula
de vertebrado no humano (por ejemplo, una célula de ratén o rata célula) cuyo genoma comprende JH2*01 humano
y/o JH6*02 humano, uno o mas segmentos génicos VH humanos y uno o mas segmentos génicos D humanos en el
sentido de 5’ de una regién constante en un locus de cadena pesada endégeno y/o Jk2*01 humano y/o Jk4*01
humano y uno o mas segmentos génicos Vk humanos en el sentido de 5’ de una regién constante en un locus de
cadena ligera endogeno, estando los segmentos génicos en cada locus unidos operativamente a la region constante
de los mismos de modo que la célula o el vertebrado es capaz de producir una cadena pesada de anticuerpo y una
cadena ligera de anticuerpo, o pudiendo desarrollarse la célula en un vertebrado que expresa una cadena pesada de
anticuerpo y una cadena ligera de anticuerpo, produciéndose la cadena pesada mediante la recombinacion del
segmento JH2*01 y/o JH6*02 humano con un segmento D y un segmento VH y/o produciéndose la cadena ligera
mediante la recombinacién del segmento Jk2*01 y/o Jk4*01 humano con un segmento Vk;

comprendiendo dicho uno o mas segmentos génicos VH humanos del locus de cadena pesada o consistiendo en
uno, mas o todos los segmentos génicos VH humanos seleccionados del grupo que consiste en VH3-23*04, VH7-4-
1*01, VH4-4*02, VH1-3*01, VH3-13*01, VH3-7*01 y VH3-20*d01 y/o

comprendiendo dicho uno o mas segmentos génicos Vk humanos o consistiendo en uno, mas o todos los
segmentos génicos VH humanos seleccionados del grupo que consiste en Vk4-1*01, Vk2-28*01, Vk1D-13*d01, Vk1-
12*01, Vk1D-12*02, Vk3-20*01, Vk1-17*01, Vk1D-39*01, Vk3-11*01, Vk1D-16*01 y Vk1-9*d01.

Opcionalmente, la referencia a un segmento génico humano en el presente documento es la forma recombinada del
segmento génico.

Tal como se explica adicionalmente en los ejemplos mas adelante, los inventores han descubierto
sorprendentemente que pueden usarse cadenas ligeras producidas segun la invencién para producir sitios de unién
especificos de antigeno, recombinandose estas de manera apropiada en un vertebrado no humano, presentando
mutaciones de unién y somaticas y pudiendo expresarse y aislarse de manera apropiada.

En otro aspecto, que no forma parte de la invencion reivindicada, la divulgacion se refiere a un vertebrado no
humano (por ejemplo, un ratén o una rata) o célula cuyo genoma comprende un repertorio de segmentos génicos de
Ig producido mediante la insercion dirigida de segmentos génicos de Ig humanos en uno o mas loci de Ig
endégenos, comprendiendo el genoma segmentos génicos VA y JA humanos en el sentido de 5 de una regién
constante, seleccionandose los segmentos génicos VA y JA humanos de uno, mas o todos los segmentos de la tabla
18 y habiéndose proporcionado mediante la insercién en un locus de cadena ligera endégeno del vertebrado o la
célula, comprendiendo el vertebrado cadenas ligeras de inmunoglobulina que comprenden regiones variables
lambda (cadenas ligeras lambda) o pudiendo desarrollarse la célula en un vertebrado que expresa dichas cadenas
ligeras de inmunoglobulina, comprendiendo las cadenas ligeras lambda cadenas ligeras de inmunoglobulina que
comprenden recombinantes de regiones variables lambda de uno, mas o todos los segmentos génicos VA y JA
humanos de la tabla 18.

Inactivacién de cadena ligera enddégena v alta expresiéon de regiones variables lambda humanas en vertebrados v
células no humanos transgénicos (no forman parte de la invencion reivindicada)

Tal como se explica adicionalmente en los ejemplos mas adelante, los inventores han observado sorprendentemente
niveles de expresién muy altos de cadenas ligeras que comprenden regiones variables lambda humanas (al menos
el 70 o el 80% de lambda V humana) a partir de loci de cadena ligera transgénicos producidos mediante la insercién
dirigida de segmentos génicos lambda humanos en loci de cadena ligera de vertebrado no humano endogenos. Esto
es posible incluso en presencia de segmentos génicos V y J de vertebrado no humano enddgenos en el genoma de
vertebrado. Ademas, los niveles de expresion sorprendentemente altos se consiguen cuando la insercion de
segmentos génicos lambda humanos es en el locus kappa o lambda endogeno. Tales altos niveles mediante la
insercién dirigida no se han publicado hasta la fecha en la técnica.

Los inventores han observado también sorprendentemente que la expresion de cadena kappa enddgena puede
inactivarse completamente mediante la insercién dirigida de una secuencia génica lambda humana en el locus
kappa enddgeno, tal como se explica adicionalmente en los ejemplos.

La insercion dirigida de segmentos génicos humanos en loci de Ig enddégenos es ventajosa porque posibilita la
ubicacién operativa de secuencias de Ig humanas insertadas con respecto a regiones constantes de Ig endégenas y
regiones de control endbgenas, tales como potenciadores y otras regiones de control de locus, por ejemplo. Por
tanto, la insercion dirigida permite aprovechar el control endégeno importante en uno o mas de recombinacion de
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segmentos génicos de Ig, exclusién alélica, maduracién por afinidad, cambio de clase, niveles de expresion de Ig y
desarrollo deseable del compartimento de células B. Como tal, la insercién dirigida es superior a intentos anteriores
en la técnica para producir loci y expresién de Ig transgénicos, intentos que se basaban en la introduccién en células
de vertebrado no humano de vectores tales como YAC que portan segmentos génicos de Ig humanos. Los YAC se
integran al azar en el genoma de la célula de vertebrado, de modo que es dificil conseguir el control proporcionado
mediante la insercién dirigida y los beneficios concomitantes que se obtienen en términos de aprovechar los
mecanismos de control endégeno. Ademas, la insercién al azar da como resultado a menudo que los segmentos
génicos de Ig humanos insertados pasen a estar bajo el control de elementos de control heterélogos y/o
modificaciones cromosémicas epigenéticas tales como confirmaciones de metilacion y de cromatina, cualquiera de
las cuales puede ser perjudicial para una recombinacién de segmentos génicos de Ig, exclusion alélica, maduraciéon
por afinidad, cambio de clase, niveles de expresion de Ig y desarrollo deseable del compartimento de células B
apropiados. La insercion al azar da como resultado normalmente 2 o mas copias del transgén introducido que
pueden provocar inestabilidad cromosémica y por tanto dar como resultado un rendimiento de reproduccion pobre
de los animales ademas de efectos perjudiciales sobre una recombinacién de segmentos génicos de Ig, exclusién
alélica, maduraciéon por afinidad, cambio de clase, niveles de expresion de Ig y desarrollo deseable del
compartimento de células B apropiados. Por tanto, los intentos de la técnica anterior que usan insercién al azar han
tendido a conducir a un desarrollo de células B pobre, compartimentos de células B relativamente pequefios y una
expresion de Ig inferior y una dificultad concomitante a la hora de aislar un anticuerpo con una caracteristica
deseada.

Vertebrados no_humanos que expresan Regiones variables kappa y lambda (no forman parte de la_invencién

reivindicada)

(i) Cadenas Ky L producidas en relaciones similares a las humanas

Este aspecto de la divulgacién es Util para producir cadenas ligeras que no estan sesgadas hacia relaciones no
similares a las humanas. Por ejemplo, en ratones las cadenas ligeras de tipo kappa predominan por mucho con
respecto a las cadenas ligeras de tipo lambda (normalmente del orden del 95% de cadenas ligeras kappa:5% de
cadenas ligeras lambda en un raton de tipo silvestre). Los humanos, por otra parte, presentan normalmente
alrededor del 60% de kappa:alrededor del 40% lambda. Por tanto, la expresion de lambda es mucho mayor que la
encontrada en un ratén. Seria deseable proporcionar un vertebrado no humano, tal como un ratén o una rata, en el
que pueda expresarse una proporcidon mayor de cadenas ligeras de tipo lambda. Esto es (til cuando el vertebrado
expresa cadenas ligeras que portan regiones variables lambda humanas y otras cadenas ligeras que portan
regiones variables kappa humanas. Para este fin, los inventores han demostrado por primera vez un vertebrado de
este tipo que expresa cadenas ligeras lambda elevadas, y por tanto la divulgacién proporciona:-

Un vertebrado no humano (por ejemplo, un ratén o una rata) cuyo genoma comprende un repertorio de segmentos
génicos de Ig producido mediante la insercién dirigida de segmentos génicos de Ig humanos en uno o mas loci de Ig
endégenos, comprendiendo el genoma segmentos génicos VA y JA humanos proporcionados mediante la insercion
en un locus de cadena ligera endogeno del vertebrado en el sentido de 5 de una regién constante, comprendiendo
el genoma segmentos génicos VK y Jk humanos proporcionados mediante la insercion en un locus de cadena ligera
endogeno del vertebrado en el sentido de 5" de una region constante, expresando el vertebrado cadenas ligeras de
inmunoglobulina que comprenden regiones variables de cadena ligera kappa y cadenas ligeras de inmunoglobulina
que comprenden regiones variables de cadena ligera lambda, comprendiendo mas del 20% de las cadenas ligeras
expresadas por el vertebrado regiones variables lambda (por ejemplo, tal como se determina mediante FACS de
células B esplénicas).

Las cadenas ligeras restantes expresan regiones variables kappa.

El documento WO03047336 ensefia el deseo de producir relaciones de kappa:lambda similares a la humana, pero
no proporciona una divulgacion posibilitada o plausible de cémo conseguirlo.

(il Cadenas K y L producidas con compartimentos de células B normales

Los inventores han generado exitosamente vertebrados no humanos que contienen una insercion dirigida de
segmentos génicos lambda V y J humanos para posibilitar la expresién de cadenas ligeras que comprenden
regiones variables lambda humanas mediante compartimentos de células B normales (es decir, comparable a
vertebrado de tipo silvestre). Por tanto, los inventores han proporcionados tales vertebrados que pueden producir de
manera Util tales cadenas ligeras con buenos repertorios y de manera mas fiable que los vertebrados no humanos
transgénicos de la técnica anterior que presentaban compartimentos de células B comprendidos de tamafio y
madurez reducidos, y que de hecho pueden incluso no producir cadenas ligeras que tienen regiones variables
lambda humanas. Por tanto, |la divulgacién proporciona:-

Un vertebrado no humano (por ejemplo, un ratén o una rata) cuyo genoma comprende un repertorio de segmentos
génicos de Ig producido mediante la insercién dirigida de segmentos génicos de Ig humanos en uno o mas loci de Ig
endogenos, comprendiendo el genoma segmentos génicos VA y JA humanos proporcionados mediante la insercion

5
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en un locus de cadena ligera endogeno del vertebrado en el sentido de 5 de una regién constante, comprendiendo
el genoma segmentos génicos VK y Jk humanos proporcionados mediante la insercion en un locus de cadena ligera
endégeno del vertebrado en el sentido de 5 de una regién constante, expresando el vertebrado cadenas ligeras de
inmunoglobulina que comprenden regiones variables de cadena ligera kappa y cadenas ligeras de inmunoglobulina
que comprenden regiones variables de cadena ligera lambda, y produciendo el vertebrado una proporcién o
porcentaje normal de células B esplénicas maduras (por ejemplo, tal como se determina mediante FACS de células
B esplénicas).

Con respecto a vertebrados no humanos (i) y (ii), se contemplan las siguientes realizaciones (a menos que se
especifique, cada realizacion es aplicable a (i) o (ii)):-

En una realizacién, la insercion VA y JA humana comprende al menos los segmentos génicos V y J humanos
funcionales comprendidos por un locus de Ig de cadena lambda humano de desde VA3-27 hasta CA7.

En una realizacion, la insercién VA y JA humana comprende al menos los segmentos génicos V humanos VA3-27,
VA3-25, VA2-23, VA3-22, VA3-21, VA3-19, VA2-18, VA3-16, VA2-14, VA3-12, VA2-11, VA3-10, VA3-9, VA2-8, VM-3 y
VA3-1, opcionalmente los alelos de la tabla 18.

En una realizacién, la insercion VA y JA humana comprende uno, mas o todos los segmentos génicos J humanos
JAT, JA2, JA3, JAB y JAT.

En una realizacién, la insercién VA y JA humana comprende una insercion de una agrupacién JA-CA humana,
comprendiendo la agrupacion los segmentos génicos J y C de desde JA1 hasta CA7.

En una realizacion, la insercién VA y JA humana comprende una insercién de un potenciador EA humano. Por
ejemplo, el potenciador EA se proporciona en configuracién de linea germinal con respecto a un JA7 humano que
también estd comprendido por la insercién. Por ejemplo, el potenciador EA se proporciona en configuracién de linea
germinal con respecto a una agrupacién JA-CA humana que estd comprendida también por la insercién,
comprendiendo la agrupacién JA1 a CA7 en configuracién de linea germinal humana. En una configuracion de linea
germinal humana, el potenciador EA esté 3’ de la agrupacion JA-CA.

En una realizacién o vertebrado (i) o (i), la insercion VA y JA humana se proporciona mediante una insercién de una
secuencia que corresponde a las coordenadas 22886217 a 23327884 del cromosoma 22 humano.

En una realizacion o vertebrado (ii}, la insercién VA y JA humana se proporciona mediante una insercién de una
secuencia que corresponde a las coordenadas 23064876 a 23327884 del cromosoma 22 humano.

En una realizacién, la inserciéon de Vk y Jk humanos comprende al menos los segmentos génicos V y J humanos
funcionales comprendidos por un locus de Ig de cadena capa humano de desde Vk1-33 hasta Jk5.

En una realizacion, la insercién de Vk y Jk humanos comprende al menos segmentos génicos V humanos Vk1-33,
Vk2-30, Vk2-29, Vk2-28, Vk1-27, Vk2-24, Vk3-20, Vk1-17, Vk1-16, Vk3-15, Vk1-13, Vk1-12, Vk3-11, Vk1-9, Vk1-8,
Vk1-6, VK1-5, VK5-2 y Vk4-1, opcionalmente los alelos de la tabla 12.

En una realizacién, la insercién de Vk y Jk humanos comprende uno, mas o todos los segmentos génicos J
humanos Jk1, Jk2, Jk3, Jk4 y Jk5, opcionalmente los alelos de la tabla 12.

En una realizacién, mas del 30, del 35, del 40, del 45 o del 50% de las cadenas ligeras expresadas por el vertebrado
comprenden regiones variables lambda.

En una realizacién, desde el 20 hasta el 40, el 45 o el 50% de las cadenas ligeras expresadas por el vertebrado
comprenden regiones variables lambda. En una realizacién, desde el 30 hasta el 40, el 45 o el 50% de las cadenas
ligeras expresadas por el vertebrado comprenden regiones variables lambda.

En una realizacion, dichas regiones variables de cadena ligera kappa son regiones variables de cadena ligera kappa
humanas.

En una realizacion, los segmentos génicos Vk y Jk humanos estan en un locus de cadena ligera kappa enddgeno
del vertebrado en el sentido de 5’ de una regién constante kappa.

En una realizacion, los segmentos génicos VA y JA humanos estan en un locus de cadena ligera kappa enddgeno
del vertebrado.

En una realizacién, los segmentos génicos VA y JA humanos estan en un locus de cadena ligera lambda endégeno
del vertebrado.
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En una realizacion, el vertebrado expresa cadenas ligeras que comprenden regiones variables kappa humanas y
expresa cadenas ligeras que comprenden regiones variables lambda humanas. En un ejemplo, la expresiéon de
cadena kappa (de vertebrado no humano) endégena es sustancialmente inactiva o es inactiva y/o la expresion de
cadena lambda (de vertebrado no humano) endégena es sustancialmente inactiva o es inactiva. Cuando el
vertebrado es un raton, la expresién de cadena lambda de ratén es normalmente muy baja (alrededor del 5% o
menos) y en este caso puede no ser necesario modificar mediante ingenieria el genoma del ratdn para inactivar
adicionalmente la expresién de cadena lambda endégena. Por tanto, cuando el vertebrado es s ratén, la expresion
de cadena kappa endégena es sustancialmente inactiva o es inactiva y la expresion de cadena lambda de raton es
del 5% o menos de toda la expresion de cadena ligera.

En una realizacion, el vertebrado produce una proporcién o porcentaje normal de células B esplénicas maduras. Por
ejemplo, esto puede determinarse mediante FACS de células B esplénicas aisladas del vertebrado.

En una realizacién, el vertebrado produce una relacién normal de T1, T2 y células B esplénicas maduras. Por
ejemplo, esto puede determinarse mediante FACS de células B esplénicas aisladas del vertebrado.

En una realizacién, al menos el 40, el 50, el 60 o el 70 % de las células B esplénicas totales producidas por el
vertebrado son células B maduras. Por ejemplo, esto puede determinarse mediante FACS de células B esplénicas
aisladas del vertebrado.

Afirmaciones adicionales de la divulgacion (no forman parte de la invencion reivindicada)
En una realizacién, la divulgacion se refiere a lo siguiente:

Un vertebrado no humano (por ejemplo, un ratdn o una rata) o célula de vertebrado cuyo genoma comprende
segmentos génicos VH, D y JH humanos en el sentido de 5’ de una regién constante en un locus de cadena pesada
endégeno y/o segmentos génicos VL y JL humanos en el sentido de 5’ de una regién constante en un locus de
cadena ligera enddgeno, estando los segmentos génicos unidos operativamente a la regiéon constante de los mismos
de modo que el vertebrado o la célula es capaz de expresar cadenas pesadas y/o ligeras de inmunoglobulina que
comprenden dominios VH y VL humanos respectivamente, comprendiendo el locus de cadena pesada un segmento
génico VH humano capaz de recombinarse con un segmento génico D y JH humano para producir un dominio VH,
comprendiendo el locus de cadena ligera un segmento génico VL humano capaz de recombinarse con un segmento
génico JL humano para producir un dominio VL, o pudiendo desarrollarse la célula en un vertebrado que expresa
dichos dominios variables de cadena pesada y ligera.

Un vertebrado no humano (por ejemplo, un ratén o una rata) o célula de vertebrado cuyo genoma comprende
segmentos génicos VH, D y JH humanos en el sentido de 5’ de una regién constante en un locus de cadena pesada
endogeno, estando los segmentos génicos unidos operativamente a la regién constante de los mismos de modo que
el vertebrado o la célula es capaz de expresar cadenas pesadas de inmunoglobulina que comprenden dominios VH
humanos, comprendiendo el locus de cadena pesada un segmento génico VH de alelo 01 humano capaz de
recombinarse con un segmento génico D y JH humano para producir un dominio VH, o pudiendo desarrollarse la
célula en un vertebrado que expresa dicho dominio variable de cadena pesada.

Un vertebrado no humano (por ejemplo, un ratén o una rata) o célula de vertebrado cuyo genoma comprende
segmentos génicos VL y JL en el sentido de 5’ de una regién constante en un locus de cadena ligera endégeno,
estando los segmentos génicos unidos operativamente a la regién constante de los mismos de modo que el
vertebrado o la célula es capaz de expresar cadenas ligeras de inmunoglobulina que comprenden dominios VL
humanos, comprendiendo el locus de cadena ligera un segmento génico VL de alelo 01 humano capaz de
recombinarse con un segmento génico JL humano para producir un dominio VL, o pudiendo desarrollarse la célula
en un vertebrado que expresa dicho dominio variable de cadena ligera.

Opcionalmente el vertebrado o la célula tiene un genoma que comprende el locus de cadena pesada y el locus de
cadena ligera definidos anteriormente y por tanto comprende un locus de cadena pesada que comprende un
segmento génico VH de alelo 01 humano capaz de recombinarse con un segmento génico D y JH humano para
producir un dominio VH y un locus de cadena ligera que comprende un segmento génico VL de alelo 01 humano
capaz de recombinarse con un segmento génico JL humano para producir un dominio VL.

En una realizacion alternativa, la divulgacion se refiere a un vertebrado o célula de vertebrado no humano (por
ejemplo, una célula de ratén o rata célula) cuyo genoma comprende uno o mas segmentos génicos VH humanos,
uno o mas segmentos génicos JH humanos y uno o mas segmentos génicos D humanos en el sentido de 5’ de una
region constante en una cadena pesada endbgena, estando los segmentos génicos unidos operativamente a la
region constante de los mismos de modo que la célula o el vertebrado es capaz de producir una cadena pesada de
anticuerpo, o pudiendo desarrollarse la célula en un vertebrado que expresa una cadena pesada de anticuerpo,
comprendiendo dicho uno o mas segmentos génicos VH humanos del locus de cadena pesada o consistiendo en
uno, mas o todos los segmentos génicos VH humanos seleccionados del grupo que consiste en VH3-23*04, VH7-4-
1*01, VH4-4*02, VH1-3*01, VH3-13*01, VH3-7*01, VH3-20*d01 y VH3-9*01.
7
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En una realizacién alternativa adicional, la divulgacion se refiere a un vertebrado o célula de vertebrado no humano
(por ejemplo, una célula de ratén o rata célula) cuyo genoma comprende uno 0 mas segmentos génicos Jk humanos
y uno o mas segmentos génicos Vk humanos en el sentido de 5’ de una regién constante en un locus de cadena
ligera, estando los segmentos génicos unidos operativamente a la regién constante de los mismos de modo que la
célula o el vertebrado es capaz de producir una cadena ligera de anticuerpo, o pudiendo desarrollarse la célula en
un vertebrado que expresa una cadena ligera de anticuerpo, comprendiendo dicho uno o mas segmentos génicos Vk
humanos o consistiendo en uno, méas o todos los segmentos génicos Vk humanos seleccionados del grupo que
consiste en Vk4-1*01, Vk2-28*01, Vk1D-13*d01, Vk1-12*01, Vk1D-12*02, Vk3-20*01, Vk1-17*01, Vk1D-39*01, Vk3-
11*01, Vk1D-16*01 y Vk1-9*d01.

En una realizacién alternativa, la divulgacion se refiere a un vertebrado no humano (por ejemplo, un ratén o una rata)
o célula de vertebrado cuyo genoma comprende segmentos génicos VH, D y JH humanos en el sentido de 5" de una
regién constante en un locus de cadena pesada endégeno, comprendiendo los segmentos génicos JH JH1*01,
JH2*01, JH3*02, JH4*02, JH5*02 y/o JH6*01 o0 JH6™02 y estando los segmentos génicos unidos operativamente a la
regién constante de los mismos de modo que el vertebrado o la célula es capaz de expresar cadenas pesadas de
inmunoglobulina que comprenden dominios VH humanos, comprendiendo el locus de cadena pesada un segmento
génico VH humano capaz de recombinarse con a human D y uno de dichos segmentos génicos JH para producir un
dominio VH, o pudiendo desarrollarse la célula en un vertebrado que expresa dicho dominio variable de cadena
pesada.

En una realizacién preferida, los segmentos génicos JH son JH1*01, JH2*01, JH3*02, JH4*02, JH5*02 y JH6*02. En
otra realizacion, los segmentos génicos JH son JH1*01, JH2*01, JH3*02, JH4*02, JH5*02 y JH6*01.

En una realizacién, el vertebrado no humano comprende ademas uno o mas de los segmentos génicos VH y/o uno o
mas de los segmentos génicos D de la tabla 7. En una realizacién adicional, el vertebrado no humano comprende
ademas los segmentos génicos VH y segmentos génicos D de la tabla 3.

Un vertebrado no humano (por ejemplo, un ratén o una rata) o célula de vertebrado cuyo genoma comprende
segmentos génicos VL y JL en el sentido de 5’ de una regién constante en un locus de cadena ligera endégeno,
comprendiendo los segmentos génicos JL Jk1*01, Jk2*01, Jk3*01, Jk4*01 y/o Jk5*01 y estando los segmentos
génicos unidos operativamente a la regién constante de los mismos de modo que el vertebrado o la célula es capaz
de expresar cadenas ligeras de inmunoglobulina que comprenden dominios VL humanos, comprendiendo el locus
de cadena ligera un segmento génico VL humano capaz de recombinarse con uno de dichos segmentos génicos JL
humanos para producir un dominio VL, o pudiendo desarrollarse la célula en un vertebrado que expresa dicho
dominio variable de cadena ligera.

En una realizacién, el vertebrado no humano comprende ademas uno o mas o todos los segmentos génicos Vk de la
tabla 12. En una realizacién adicional, el vertebrado no humano comprende ademas los segmentos génicos Vk de la
tabla 10 u 11.

Opcionalmente el vertebrado o la célula tiene un genoma que comprende el locus de cadena pesada y el locus de
cadena ligera definidos anteriormente y por tanto comprende un locus de cadena pesada que comprende un
segmento génico VH humano capaz de recombinarse con un D human y uno de dichos segmentos génicos JH para
producir un dominio VH y un locus de cadena ligera que comprende un segmento génico VL humano capaz de
recombinarse con uno de dichos segmentos génicos JL humanos para producir un dominio VL.

Se concibe que en todas las realizaciones de la divulgacion, el genoma de la célula o el vertebrado segun la
divulgacion pueda no comprender un segundo alelo humano de uno, mas o todos los segmentos génicos humanos.

En una realizacién, el locus de cadena ligera endégeno es el locus kappa enddgeno, y en otra realizacion es el locus
lambda endégeno.

Combinaciones de alelos

En una realizacién, que no forma parte de la invencion reivindicada, el alelo del segmento génico es un alelo dO1,
opcionalmente un alelo d01 dado a conocer en la tabla 7, tabla 12 o tabla 18.

En una realizacion, que no forma parte de la invencién reivindicada, el vertebrado o la célula tiene un genoma que
comprende ademas un alelo 02, 03, 04, 05, 10, 12, 18 o d03 dado a conocer en la tabla 7, tabla 12 o tabla 18.

Los alelos preferidos de la divulgacién se exponen en las tablas 1 a 18 tal como sigue:



Tabla 1: Alelos de IgH n.° 1 - alelos S1

Alelo
Jrub 02
Jud 02
Jud 02
Jrn3 02
Jrn2 01
Ju1 01
D7-27 02
D1-26 01
D6-25 01
D5-24 01
D4-23 01
D3-22 01
D2-21 02
D1-20 01
D6-19 01
D5-18 01
D4-17 01
D3-16 02
D2-15 01
D1-14 01
D6-13 01
D5-12 01
D4-11 01
D3-10 01
D3-9 01
D2-2 02
D1-1 01
VH6-1 01

020
Vui-2 04
Vu1-3 01
Vu4-4 02
VH7-4
-1 01

01o
Vu2-5 10
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En una tabla 1 alternativa, el alelo JH6 puede ser JH6*01.

Tabla 2: Alelos de IgH n.° 2 - alelos S2

ID
Jrub 02
Jud 02
Jud 02
Jrn3 02
Jrn2 01
Ju1 01
D7-27 02
D1-26 01
D6-25 01
D5-24 01
D4-23 01
D3-22 01
D2-21 02
D1-20 01
D6-19 01
D5-18 01
D4-17 01
D3-16 02




ID
D2-15 01
D1-14 01
D6-13 01
D5-12 01
D4-11 01
D3-10 01
D3-9 01
D2-2 02
D1-1 01
VH6-1 01

020
Vui-2 04
Vu1-3 01
Vud-4 02
Vu7-4-
1 01

01o
Vu2-5 10
Vu3-7 01
Vu1-8 01
Vu3-9 01
VH3-
11 01
VH3-
13 01
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En una tabla 2 alternativa, el alelo JH6 puede ser JH6*01.

Tabla 3: Alelos de IgH n.° 3 - alelos S3

ID Alelo
JHb 02
Jud 02
Jrd 02
Jrn3 02
Jr2 01
Ju1 01
D7-27 02
D1-26 01
D6-25 01
D5-24 01
D4-23 01
D3-22 01
D2-21 02
D1-20 01
D6-19 01
D5-18 01
D4-17 01
D3-16 02
D2-15 01
D1-14 01
D6-13 01
D5-12 01
D4-11 01
D3-10 01
D3-9 01
D2-2 02
D1-1 01
VH6-1 01
VH1-2 02 0 04
VH1-3 01
Vud-4 02

10



ID Alelo
VH7-4-

1 01
Vu2-5 01010
Vu3-7 01
Vy1-8 01
Vh3-9 01

VH3-

11 01

VH3-

13 01

VH3-

15 01

VH1-

18 01

VH3-

20 01 o d01
VH3-

21 01003
VH3-

23 04

VH1-

24 01 o d01
VH2-

26 01 o d01
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En una tabla 3 alternativa, el alelo JH6 puede ser JH6*01.

Tabla 4: Alelos de IgH n.° 4 - alelos S4

ID Alelo
Jrub 02
Jub 02
Jud 02
Jrn3 02
Jr2 01
Ju1 01
D7-27 02
D1-26 01
D6-25 01
D5-24 01
D4-23 01
D3-22 01
D2-21 02
D1-20 01
D6-19 01
D5-18 01
D4-17 01
D3-16 02
D2-15 01
D1-14 01
D6-13 01
D5-12 01
D4-11 01
D3-10 01
D3-9 01
D2-2 02
D1-1 01
VH6-1 01
Vu1-2 02 0 04
VH1-3 01
Vud-4 02

11



ID Alelo
VH7-4-

1 01
Vu2-5 01010
Vu3-7 01
VH1-8 01
Vh3-9 01
VH3-

11 01
VH3-

13 01
VH3-

15 01
VH3-

18 01
VH3-

20 01 o d01
VH3-

21 01003
VH3-

23 04
VHi-

24 01 o d01
VH2-

26 01 o d01
Vh4-

28 05
VH3-

30 18
Vh4-

31 03
VH3-

33 01
Vh4-

34 01
Vh4-

39 01
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En una tabla 4 alternativa, el alelo JH6 puede ser JH6*01.

Tabla 5: Alelos de IgH n.° 5 - alelos S5

ID Alelo
Jrub 02
Jub 02
Jud 02
Jrn3 02
Jr2 01
Ju1 01
D7-27 02
D1-26 01
D6-25 01
D5-24 01
D4-23 01
D3-22 01
D2-21 02
D1-20 01
D6-19 01
D5-18 01
D4-17 01
D3-16 02
D2-15 01
D1-14 01
D6-13 01

12



ID Alelo
D5-12 01
D4-11 01
D3-10 01
D3-9 01
D2-2 02
D1-1 01
VH6-1 01
Vu1-2 02 0 04
VH1-3 01
Vud-4 02
VH7-4-

1 01
Vu2-5 01010
Vu3-7 01
VH1-8 01
Vh3-9 01

VH3-

11 01

VH3-

13 01

VH3-

15 01

Vu1-

18 01

VH3-

20 01 o0 dO1
VH3-

21 01003
VH3-

23 04
Vu1-

24 01 o0 dO1
Vh2-

26 01 0 d0o1
V-

28 05
VH3-

30 18
V-

31 03
VH3-

33 01

V-

34 01

V-

39 01

VH3-

43 01

Vu1-

45 02
Vu1-

46 01

VH3-

48 01
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En una tabla 5 alternativa, el alelo JH6 puede ser JH6*01.

Tabla 6: Alelos de IgH n.° 6 - alelos S6

ID Alelo
Jrub 02
Jud 02
Jud 02

13



ID Alelo
Jr3 02
Jrn2 01
Ju1 01
D7-27 02
D1-26 01
D6-25 01
D5-24 01
D4-23 01
D3-22 01
D2-21 02
D1-20 01
D6-19 01
D5-18 01
D4-17 01
D3-16 02
D2-15 01
D1-14 01
D6-13 01
D5-12 01
D4-11 01
D3-10 01
D3-9 01
D2-2 02
D1-1 01
VH6-1 01
VHi-2 02004
VH1-3 01
Vud-4 02
Vu7-4-

1 01
Vh2-5 01010
Vu3-7 01
VH1-8 01
Vh3-9 01
VH3-

11 01
VH3-

13 01
VH3-

15 01
Vu1-

18 01
VH3-

20 01 o0 dO1
VH3-

21 01003
VH3-

23 04
Vu1-

24 01 0 d0o1
VH2-

26 01 o0 dO1
Vh4-

28 05
VH3-

30 18
V-

31 03
VH3-

33 01
V-

34 01
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ID Alelo
Vh4-

39 01
VH3-

43 01
Vu1-

45 02
Vu1-

46 01
VH3-

48 01
VH3-

49 05
Vu5-

51 01
VH3-

53 01
Vu1-

58 01
Vh4-

59 01005
Vh4-

61 01
VH3-

64 02
VH3-

66 03
Vu1-

69 12
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En una tabla 6 alternativa, el alelo JH6 puede ser JH6*01.

Tabla 7: Alelos de IgH n.° 7 - 87 alelos (un repertorio completo de segmentos génicos de IgH funcionales)

ID Alelo
1 JH6 02
2 Jud 02
3 Jud 02
4 Ju3 02
5 Jn2 01
6 JH1 01
7 D7-27 02
8 D1-26 01
9 D6-25 01
10 D5-24 01
11 D4-23 01
12 D3-22 01
13 D2-21 02
14 D1-20 01
15 D6-19 01
16 D5-18 01
17 D4-17 01
18 D3-16 02
19 D2-15 01
20 D1-14 01
21 D6-13 01
22 D5-12 01
23 D4-11 01
24 D3-10 01
25 D3-9 01
26 D2-2 02
27 D1-1 01
28 VH6-1 01

15



ID Alelo
29 | Vui-2 02 004
30 | Vui-3 01
31 Vu4-4 02
32 | Vu7-4-
1 01
33 | Vu2-5 01010
34 | Vu3-7 01
35 | Vui-8 01
36 | Vu3-9 01
37 | VH3-
11 01
38 | VH3-
13 01
39 | Vu3-
15 1,1 01
40 | Vui-
18 01
41 Vu3-
20 01 0 dof
42 | VW3-
21 01003
43 | VH3-
23 04
44 | Vul-
24 01 0 dof
45 | Vu2-
26 01 0 d0f
46 | Vui-
28 05
47 | VH3-
30 18
48 | Vu4-
31 03
49 | Vu3-
33 01
50 | Vwhé-
34 01
51 Vu4-
39 01
52 | Vh3-
43 01
53 | Vul-
45 02
54 | Vui-
46 01
55 | Vh3-
48 01
56 | VH3-
49 05
57 | VH5-
51 01
58 | VH3-
53 01
59 | Vul-
58 01
60 | Vu4-
59 01005
61 Vu4-
61 01
62 | Vu3-
64 02
63 | Vu3-
66 03

ES 2993 142T3
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ID Alelo
64 | Vui-

69 12
65 Vh2-

70 04
66 Vh3-

72 01
67 VH3-

73 02
68 Vh3-

74 01

Tabla 8: Alelos de Igk n.° 1 - alelos K1

ID Alelo
JK5 01

Jr4 01

JK3 01

JK2 01004
JK1 01
VK4-1 01
VK5-2 01 0 dO1
VK1-5 03
VK1-6 01
VK1-8 01

Vk1-9 01 0 dO1

Tabla 9: Alelos Igk n.° 2 - alelos K2

1.2 ID | Alelo
JK5 01

Jr4 01

JK3 01

JK2 01004
JK1 01
VK4-1 01
VK5-2 01 o dO1
VK1-5 03
VK1-6 01
VK1-8 01
VK1-9 01 o dO1
VK3-11 01
VK1-12 01
VK1-13 01
VK3-15 01
VK1-16 02
VK1-17 01
VK3-20 01
VKB-21 01
VK2-24 01

Tabla 10: Alelos |

gK n.° 3 - alelos K3

1.3 ID | Alelo
JK5 01

Jr4 01

JK3 01

JK2 01004
JK1 01
VK4-1 01
VK5-2 01 o dO1

ES 2993 142T3

En una tabla 7 alternativa, el alelo JH6 puede ser JH6*01.
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1.3 ID | Alelo
Vk1-5 03
Vk1-6 01
Vk1-8 01
Vk1-9 01 0 dO1
Vk3-11 01
Vk1-12 01
Vk1-13 01
Vk3-15 01
Vk1-16 02
Vk1-17 01
Vk3-20 01
Vk6-21 01
Vk2-24 01
Vk1-27 01
Vk2-28 01
Vk2-29 01
Vk2-30 01
Vk1-33 01
Vk1D-39 01
Vk2D-40 01

Tabla 11: Alelos Igk n.° 4 - alelos K4

1.4 ID | Alelo
JK5 01

Jk4 01

JK3 01

JK2 01004
JK1 01
VK4-1 01
VK5-2 01 o0 do1
VK1-5 03
VK1-6 01
VK1-8 01
VK1-9 01 o dO1
VK3-11 01
VK1-12 01
VK1-13 01
VK3-15 01
VK1-16 02
VK1-17 01
Vk3-20 01
VKB-21 01
VK2-24 01
VK1-27 01
VK2-28 01
VK2-29 01
VK2-30 01
VK1-33 01
Vk1D-39 01
Vk2D-40 01
Vk3D-7 01
VK1D-8 01 o dO1
VK1D-43 01
Vk3D-11 01 o dO1
VKiD-12 02
VKi1D-13 do1
Vk3D-15 do1
VK1D-16 01
VKi1D-17 01
Vk3D-20 01
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Tabla 12: Alelos Igk n.° 5 - alelos K5 (un repertorio completo de segmentos génicos kappa humanos funcionales)

1.5 ID | Alelo
JK5 01

Jr4 01

JK3 01

JK2 01004
JK1 01
VK4-1 01
VK5-2 01 o dO1
VK1-5 03
VK1-6 01
VK1-8 01
VK1-9 01 o0 do1
VK3-11 01
VK1-12 01
VK1-13 01
VK3-15 01
VK1-16 02
VK1-17 01
VK3-20 01
VKB-21 01
VK2-24 01
VK1-27 01
VK2-28 01
VK2-29 01
Vk2-30 01
VK1-33 01
Vk1D-39 01
Vk2D-40 01
Vk3D-7 01
VK1D-8 01 o0 do1
Vki1D-43 01
Vk3D-11 01 o dO1
VKi1D-12 02
VK1D-13 do1
Vk3D-15 do1
Vki1D-16 01
VKi1D-17 01
Vk3D-20 01
Vk2D-26 01 o dO1
Vk2D-28 01 o0 do1
Vk2D-29 01
Vk2D-30 01
Vk1D-33 01
Vk1D-39 01

ES 2993 142T3

En un aspecto de la tabla 12 no hay ningin segmento génico Vk1D-39 presente en el genoma.

Para evitar cualquier duda, cualquier referencia a la tabla 12 en el presente documento, incluyendo en las
reivindicaciones, puede leerse con o sin la limitacién de que en un aspecto de la tabla 12 no hay ningin segmento
génico Vk1D-39 presente en el genoma.

En una tabla 12 alternativa, el alelo Vk2D-26 es Vk2D-26*d02.

Tabla 13: Alelos IgA n.° 1 - alelos L1 o P1

ID Alelo
CA7 01
JA7 01
CAB 04
JA6 01
CA3 03
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JA3 02
CA2 02
JA2 01
CM 02
JA 01
VA3-1 | O1

Tabla 14: Alelos IgA n.° 2 - alelos L2 o P2

ID Alelos
CA7 01
JA7 01
CAB 04
JAB 01
CA3 03
JA3 02
CA2 02
JA2 01
CA1 02
JA1 01
VA3-1 01
VA4-3 01
VA2-8 01
VA3-9 01
VA3-10 01
VA2-11 01
VA3-12 02
VA2-14 01
VA3-16 01
VA2-18 01

5 Tabla 15: Alelos IgA n.° 3 - alelos L3 0 P3

ID Alelo
CA7 01

JA7 01

CAB 04

JAB 01

CA3 03

JA3 02

CA2 02

JA2 01

CA 02

JA1 01

VA3-1 01
VA4-3 01
VA2-8 01
VA3-9 01
VA3-10 01
VA2-11 01
VA3-12 02
VA2-14 01
VA3-16 01
VA2-18 01
VA3-19 01
VA3-21 01 0 d01
VA3-22 01
VA2-23 02 0d02
VA3-25 01 0 d03
VA3-27 01

ES 2993 142T3
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Tabla 16: Alelos IgA n.° 4 - alelos L4 o P4

ID Alelo
CA7 01
JA7 01
CAB 04
JAB 01
CA3 03
JA3 02
CA2 02
JA2 01
CA 02
JA1 01
VA3-1 01
VA4-3 01
VA2-8 01
VA3-9 01
VA3-10 01
VA2-11 01
VA3-12 02
VA2-14 01
VA3-16 01
VA2-18 01
VA3-19 01
VA3-21 01 0 dO1
VA3-22 01
VA2-23 02 0 d02
VA3-25 01 0 d03
VA3-27 01
VA1-36 01
VA5-37 01
VA5-39 01
VA1-40 01
VA7-43 01
VA1-44 01
VA5-45 03
VA7-46 01

5 Tabla 17: Alelos IgA n.° 5 - alelos L5 o P5

ID Alelo
CA7 01
JA7 01
CAB 04
JAB 01
CA3 03
JA3 02
CA2 02
JA2 01
CA1 02
JA1 01
VA3-1 01
VA4-3 01
VA2-8 01
VA3-9 01
VA3-10 01
VA2-11 01
VA3-12 02
VA2-14 01
VA3-16 01
VA2-18 01
VA3-19 01

ES 2993 142T3
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VA3-21 01 0 dO1
VA3-22 01
VA2-23 02 0 d02
VA3-25 01 0 d03
VA3-27 01
VA1-36 01
VA5-37 01
VA5-39 01
VA1-40 01
VA7-43 01
VA1-44 01
VA5-45 03
VA7-46 01
VA1-47 01
VA9-49 01
VA1-51 01
VA5-52 01

VA10-

54 02

Tabla 18: IgA Alelos n.° 6 - alelos L6 o0 P6 (un repertorio completo de alelos lambda humanos funcionales)

1.6 ID | Alelo
CA7 01
JA7 01
CAB 04
JA6 01
CA3 03
JA3 02
CA2 02
JA2 01
CM 02
JA1 01
VA3-1 01
VA4-3 01
VA2-8 01
VA3-9 01
VA3-10 01
VA2-11 01
VA3-12 02
VA2-14 01
VA3-16 01
VA2-18 01
VA3-19 01
VA3-21 do1
VA3-22 01
VA2-23 02 0 d02
VA3-25 01 0d03
VA3-27 01
VA1-36 01
VA5-37 01
VA5-39 01
VA1-40 01
VA7-43 01
VA1-44 01
VA5-45 03
VA7-46 01
VA1-47 01
VA9-49 01
VA1-51 01
VA5-52 01
VA10-54 02
VAG-57 01
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VA4-60 03 0 d03
VA8-61 01
VA4-69 01

Con respecto a la tabla 18, en un aspecto, que no forma parte de la invencién reivindicada, no hay ningin segmento
génico CA6 o JAB presente en el genoma. En otro aspecto, adicional o alternativamente, no hay ningln segmento
génico VA3-22 y/o VA5-39 y/o VA10-54.

Para evitar cualquier duda, cualquier referencia a la tabla 18 en el presente documento, puede leerse con 0 sin la
limitacion de que, en un aspecto de la tabla 18, no hay ningun CA6 o JA6 presente, y sin o sin la limitacion de que no
hay ningdn segmento génico VA3-22 y/o VA5-39 y/o VA10-54.

Los ejemplos de segmentos génicos en el documento W02013/041844 se dan a conocer especifica y explicitamente
en el presente documento como posibles segmentos génicos con respecto a la presente invencion.

Cada aspecto, realizacién, clausula o provisién descrito en el presente documento puede combinarse en un
vertebrado no humano capaz de expresar uno o mas segmentos génicos humanos dados a conocer en el
documento W0O2013/041844 y/o descritos en el presente documento o un sitio de unién o anticuerpo que es un
producto de recombinacién de uno o mas segmentos génicos humanos dados a conocer en el documento
WQ02013/041844 y/o descritos en el presente documento, seglin sea apropiado,

Los segmentos génicos dados a conocer en las tablas 1-7 del documento W02013/041844 se dan a conocer
especifica y explicitamente en el presente documento como posibles secuencias de segmento génico con respecto a
la presente invencion. Las secuencias se exponen en el listado de secuencias presentado con esa solicitud.

Ejemplos adicionales de secuencias de segmentos génicos para su uso en el contexto de la invencién se exponen
en las secuencias incluidas al final de la descripcion.

En una realizacién preferida, que no forma parte de la invencion reivindicada, el genoma del vertebrado o la célula
de la divulgacion comprende uno o mas segmentos génicos de una cualquiera de las tablas 1 a 18. En una
realizacion adicional preferida, que no forma parte de la invencién reivindicada, el genoma del vertebrado o la célula
del comprende una combinacién de cualesquiera dos segmentos génicos de una cualquiera de las tablas 1 a 18. En
una realizacién preferida aln adicional , que no forma parte de la invencién reivindicada, el genoma del vertebrado o
la célula del comprende una combinacion de cualesquiera tres segmentos génicos de una cualquiera de las tablas 1
a18.

En la realizacion mas preferida, que no forma parte de la invencion reivindicada, el genoma del vertebrado o la
célula de la divulgacion comprende una combinaciéon de cualesquiera cuatro segmentos génicos de una cualquiera
de las tablas 1 a 18. Preferiblemente un segmento de cadena pesada VH y uno JH se selecciona de la tabla 7 y un
segmento de cadena ligera VL y uno JL se selecciona de la tabla 12 o tabla 18. Opcionalmente un segmento de
cadena pesada D se selecciona de la tabla 7.

La divulgacién, que no forma parte de la invencién reivindicada, se refiere ademés a un vertebrado no humano (por
ejemplo, un ratén o una rata) o célula cuyo genoma comprende segmentos génicos VL y JL humanos en el sentido
de 5’ de una region constante en un locus de cadena ligera endégeno, expresando el vertebrado o la célula cadenas
ligeras de inmunoglobulina que comprenden regiones variables humanas, o pudiendo desarrollarse la célula en un
vertebrado que expresa dichas cadenas ligeras, comprendiendo dichas cadenas ligeras de inmunoglobulina cadenas
ligeras que comprenden regiones variables humanas derivadas de la recombinacion de (i} segmentos génicos VK y
Jk humanos seleccionados del grupo que consiste en segmentos génicos Vk y Jk de una cualquiera de las tablas 8 a
12 o (ii) segmentos génicos VA y JA humanos seleccionados del grupo que consiste en segmentos génicos VA y JA
de una cualquiera de las tablas 12 a 18.

En una realizacién, que no forma parte de la invencion reivindicada, el vertebrado o la célula de la divulgacion
expresa cadenas ligeras que comprenden regiones variables lambda humanas y derivandose al menos el 60%, el
70%, el 80%, el 85%, el 90% o el 95% de las regiones variables de tales cadenas ligeras de la recombinacion de
segmentos génicos VA y JA humanos.

Opcionalmente las cadenas ligeras se expresan como anticuerpos IgG, por ejemplo, IgG1 o IgG2b, opcionalmente
lgG2a.

La regién constante puede ser una regidon constante kappa o lambda; opcionalmente regiéon constante humana, de
ratdbn o de rata. Dicho locus de cadena ligera enddégeno puede ser un locus kappa o lambda; comprendiendo
opcionalmente el genoma al menos los segmentos génicos V y J de la tabla 8 en un locus de cadena ligera
endogeno, por ejemplo, el locus kappa y/o al menos los segmentos génicos V y J de la tabla 13 en un locus de
cadena ligera endégeno, por ejemplo, el locus lambda o kappa .
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Dichas cadenas ligeras pueden comprender cadenas ligeras de inmunoglobulina que comprenden regiones
variables humanas que se derivan de la recombinacién de (i), expresandose cada region variable de este tipo con
una regién constante codificada por un segmento génico CA seleccionado del grupo que consiste en los segmentos
génicos CA de la tabla 18.

En esta realizacion de la divulgacién, que no forma parte de la invencion reivindicada, el vertebrado o la célula
puede expresar cadenas ligeras que comprenden regiones variables lambda humanas y al menos el 60%, el 70% 0
el 80% de las regiones variables de tales cadenas ligeras pueden derivarse de la recombinacién de segmentos
génicos VA y JA humanos, por ejemplo, los segmentos V y J listados en la tabla 18.

Una divulgacion, que no forma parte de la invencién reivindicada, se refiere también a un vertebrado no humano (por
ejemplo, un ratén o una rata) o célula cuyo genoma comprende segmentos génicos VH, D y JH humanos en el
sentido de 5’ de una regién constante en un locus de cadena pesada endbégeno, expresando el vertebrado o la
célula cadenas pesadas de inmunoglobulina que comprenden regiones variables humanas o pudiendo desarrollarse
la célula en un vertebrado que expresa dichas cadenas pesadas, o pudiendo expresar la célula cadenas pesadas de
inmunoglobulina que comprenden regiones variables humanas, comprendiendo dichas cadenas pesadas de
inmunoglobulina cadenas pesadas que comprenden regiones variables humanas derivadas de la recombinacion de
(iii) segmentos génicos VH, D y JH humanos seleccionados del grupo que consiste en segmentos génicos VH, D y
JH de la tabla 7.

En una realizacién, que no forma parte de la invencion reivindicada, dichas cadenas ligeras se expresan
conjuntamente con dichas cadenas pesadas para formar anticuerpos, por ejemplo, anticuerpos IgG.

Un vertebrado no humano (por ejemplo, un ratén o una rata) o célula, que no forma parte de la invencién
reivindicada, cuyo genoma comprende un repertorio de segmentos génicos de Ig producido mediante la insercién
dirigida de segmentos génicos de Ig humanos en uno o mas loci de Ig endégenos, comprendiendo el genoma
segmentos génicos VA y JA humanos en el sentido de 5’ de una regién constante, habiéndose proporcionado los
segmentos génicos VA y JA humanos mediante la insercion en un locus de cadena ligera enddgeno del vertebrado o
la célula, comprendiendo el vertebrado cadenas ligeras de inmunoglobulina que comprenden regiones variables
lambda (cadenas ligeras lambda) o pudiendo desarrollarse la célula en un vertebrado que expresa dichas cadenas
ligeras de inmunoglobulina, comprendiendo las cadenas ligeras lambda cadenas ligeras de inmunoglobulina que
comprenden regiones variables lambda derivadas de la recombinacién de segmentos génicos VA y JA humanos;
derivandose al menos el 60%, el 70%, el 80% o el 90% de las regiones variables de las cadenas ligeras lambda
expresadas por el vertebrado de la recombinacién de segmentos génicos VA y JA humanos; opcionalmente en el que
el vertebrado o la célula cualquier vertebrado o célula dado a conocer en el presente documento.

Un dominio o regién variable derivado de, o producido como resultado de, la recombinacién de segmentos génicos
humanos se denomina también en el presente documento recombinante de dichos segmentos génicos.

Los segmentos génicos en los locus pesados y/o ligeros estan unidos operativamente a la regiéon constante, de
modo que el vertebrado es capaz de producir una cadena pesada o ligera de anticuerpo producida mediante la
recombinacién de los segmentos génicos.

La célula de ratén o de rata o el ratén o la rata tiene un genoma que comprende los segmentos kappa de la tabla 9.

En una realizacioén, que no forma parte de la invencién reivindicada, la célula o vertebrado no humano tiene un
genoma que comprende los segmentos lambda de la tabla 13 o tabla 14 o tabla 15 o tabla 16 o tabla 17 o tabla 18, o
cualquier combinacién de los mismos.

En una realizacion, que no forma parte de la invenciéon reivindicada, la célula o vertebrado no humano tiene un
genoma que comprende los segmentos de cadena pesada de la tabla 1 o tabla 2 o tabla 3 o tabla 4 o tabla 5 o tabla
6 o tabla 7 o cualquier combinacién de los mismos.

La célula o vertebrado no humano de la divulgacién puede expresar cadenas ligeras que comprenden regiones
variables humanas derivadas de la recombinacién (es decir recombinantes) de (i} segmentos génicos VK y JK
humanos de la tabla 9.

En una realizacién, que no forma parte de la invencion reivindicada, la célula o vertebrado no humano de la
divulgacion puede expresar cadenas ligeras que comprenden regiones variables humanas derivadas de la
recombinacion (es decir recombinantes) de (i} segmentos génicos VA y JA humanos seleccionados del grupo que
consiste en segmentos génicos VA y JA de la tabla 13 o tabla 14 o tabla 15 o tabla 16 o tabla 17 o tabla 18, o
cualquier combinacién de los mismos.

En una realizacion, que no forma parte de la invencion reivindicada, la célula o el vertebrado de la divulgacién puede
expresar cadenas pesadas que comprenden regiones variables humanas derivadas de la recombinacion (es decir
recombinantes) de segmentos génicos VH, D y JH humanos seleccionados del grupo que consiste en segmentos
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génicos VH, D y JH de la tabla 1 o tabla 2, o tabla 3, o tabla 4 o tabla 5 o tabla 6 o tabla 7, o cualquier combinacion
de los mismos.

En un ejemplo, que no forma parte de la invencion reivindicada, el vertebrado o la célula segun cualquier provisién
anterior comprende uno o mas o todos los alelos JH de la tabla 7, por ejemplo, JH2*02 y/o al menos JH6*02 (que es
util para producir dominios HCDR3 V largos para uso terapéutico humano tal como se muestra en los ejemplos).

Por tanto, cada alelo combinado con cualquier otro alelo en la tabla 7 se da a conocer explicitamente en el presente
documento. La misma estructura de combinaciones se da a conocer en relacién con los alelos de la tabla 12 y la
tabla 18. Por tanto, cada alelo en la tabla 7 combinado con cualquier otro alelo en la tabla 12 o tabla 18 se da a
conocer, y cada alelo en la tabla 12 se da a conocer en combinacién con cada otro alelo en la tabla 12, y cada alelo
en la tabla 18 se da a conocer en combinacién con cada otro alelo en la tabla 18.

En un ejemplo, que no forma parte de la invencion reivindicada, el vertebrado o la célula segun cualquier provisién
anterior comprende uno o mas o todos los alelos Jk de la tabla 12, por ejemplo, al menos Jk2*01 y/o Jk4*01 (que es
util para producir dominios Vk para uso terapéutico humano tal como se muestra en los ejemplos).

En una realizacién, que no forma parte de la invencién reivindicada, la célula o el vertebrado de la divulgacion tiene
un genoma que comprende los segmentos génicos VH3-23*04, JH2*01, VK4-1*01 y/o JK2*01.

En una realizacion adicional, que no forma parte de la invencién reivindicada, la célula o el vertebrado de la
divulgacion tiene un genoma que comprende los segmentos génicos VH3-7*01, JH6*02, VK2-28*01 y/o JK4*01.

En una realizacion adicional, que no forma parte de la invencién reivindicada, la célula o el vertebrado de la
divulgacion tiene un genoma que comprende los segmentos génicos VH7-4-1*01, JH6*02, VK2-28*01 y/o JK4*01.
Opcionalmente el genoma comprende ademas D3-16*02.

En una realizacion adicional, que no forma parte de la invencién reivindicada, la célula o el vertebrado de la
divulgacion tiene un genoma que comprende los segmentos génicos VH4-4-1*02, JH6*02, VK1D-13*01 y/o JK4*01.
Opcionalmente el genoma comprende ademas D3-10*01.

En una realizacion adicional, que no forma parte de la invencién reivindicada, la célula o el vertebrado de la
divulgacion tiene un genoma que comprende los segmentos génicos VH1-3*01, JH6*02, VK1-12*01 y/o JK4*01.
Opcionalmente el genoma comprende ademas D3-10*01.

En una realizacion adicional, que no forma parte de la invencién reivindicada, la célula o el vertebrado de la
divulgacion tiene un genoma que comprende los segmentos génicos VH3-13*01, JH6*02, VK1D-12*02 y/o JK4*01.
Opcionalmente el genoma comprende ademas D3-9*01.

En una realizacion adicional, que no forma parte de la invencién reivindicada, la célula o el vertebrado de la
divulgacion tiene un genoma que comprende los segmentos génicos VH4-4*02, JH6*02, VK1D-13*01 y/o JK4*01.
Opcionalmente el genoma comprende ademas D3-10*01.

En una realizacion adicional, que no forma parte de la invencién reivindicada, la célula o el vertebrado de la
divulgacion tiene un genoma que comprende los segmentos génicos VH3-13*01, JH6*02, VK3-20*01 y/o JK4*01.
Opcionalmente el genoma comprende ademas D3-10*01.

En una realizacion adicional, que no forma parte de la invencién reivindicada, la célula o el vertebrado de la
divulgacion tiene un genoma que comprende los segmentos génicos VH3-23*04, JH6*02, VK1-17*01 y/o JK4*01.
Opcionalmente el genoma comprende ademas D3-22*01.

En una realizacion adicional, que no forma parte de la invencién reivindicada, la célula o el vertebrado de la
divulgacion tiene un genoma que comprende los segmentos génicos VH3-7*01, JH6*02, VK1D-39*01 y/o JK4*01.
Opcionalmente el genoma comprende ademas D3-9*01.

En una realizacién adicional, que no forma parte de la invencién reivindicada, la célula o el vertebrado de la
divulgacion tiene un genoma que comprende los segmentos génicos VH3-13*01, JH6*02, VK1D-39*01 y/o JK4*01.
Opcionalmente el genoma comprende ademas D3-10*01.

En una realizacién adicional, que no forma parte de la invencién reivindicada, la célula o el vertebrado de la
divulgacion tiene un genoma que comprende los segmentos génicos VH3-13*01, JH6*02, VK3-11*01 y/o JK4*01.
Opcionalmente el genoma comprende ademas D3-10*01.

En una realizacién adicional, que no forma parte de la invencién reivindicada, la célula o el vertebrado de la
divulgacion tiene un genoma que comprende los segmentos génicos VH4-4*02, JH6*02, VK1D-16*01 y/o JK4*01.
Opcionalmente el genoma comprende ademas D3-9*01.

25



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2993 142T3

En una realizacion adicional, que no forma parte de la invencién reivindicada, la célula o el vertebrado de la
divulgacion tiene un genoma que comprende los segmentos génicos VH3-20*d01, JH6*02, VK1-9*d01 y/o JK4*01.
Opcionalmente el genoma comprende ademas D3-10*01.

En una realizacion adicional, que no forma parte de la invencién reivindicada, la célula o el vertebrado de la
divulgacion tiene un genoma que comprende el segmento génico humano VH3-23*04. Adicional o alternativamente,
dominios variables de cadena pesada del anticuerpo de la invencién se codifican por (i) segmentos VH3-2304, D y
JH humanos.

En una realizacion adicional, que no forma parte de la invencién reivindicada, la célula o el vertebrado de la
divulgacion tiene un genoma que comprende el segmento génico humano VH3-9*01. Adicional o alternativamente,
dominios variables de cadena pesada del anticuerpo de la divulgacion se codifican por (i) segmentos VH3-9*01, D y
JH humanos.

En una realizacion adicional, que no forma parte de la invencién reivindicada, la célula o el vertebrado de la
divulgacion tiene un genoma que comprende el segmento génico humano Vk1-12*02 o Vk1D-12*02. Adicional o
alternativamente, dominios variables de cadena ligera del anticuerpo de la divulgacion se codifican por (i) segmentos
Vk1-1202 o Vk1D-12"02 y Jk humanos.

En una realizacion adicional, que no forma parte de la invencién reivindicada, la célula o el vertebrado de la
divulgacion tiene un genoma que comprende el segmento génico humano VK2-28*01. Adicional o alternativamente,
dominios variables de cadena ligera del anticuerpo de la divulgaciéon se codifican por (i) segmentos VK2-28*01 y Jk
humanos.

En una realizacion adicional, que no forma parte de la invencién reivindicada, la célula o el vertebrado de la
divulgacion tiene un genoma que comprende el segmento génico humano VK4-1*01. Adicional o alternativamente,
dominios variables de cadena ligera del anticuerpo de la divulgacion se codifican por (i} segmentos VK4-1*01 y Jk
humanos. En una realizacion adicional, la célula o el vertebrado de la divulgacién tiene un genoma que comprende
la combinacién de segmentos génicos descritos anteriormente con JH6*01 en lugar de JH6*02.

En todas las realizaciones descritas en el presente documento, la regién de cadena pesada V y J puede
recombinarse opcionalmente entre si y con una regién D definida en el presente documento para formar un dominio
variable de cadena pesada. Ademas, las regiones de cadena ligera V y J pueden recombinarse opcionalmente para
formar un dominio variable de cadena ligera.

La divulgacion se refiere a un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno que comprende dominios variables
humanos producidos o derivados de la recombinacién de cualquiera de las combinaciones anteriores de segmentos
génicos.

Anticuerpos o fragmentos segin la divulgacién se muestra en los ejemplos que son Utiles para producir una
recombinacién de segmentos génicos productiva in vivo, que presentan una mutacion de unién y mutacién somatica,
y producen dominios que pueden unirse especificamente a antigeno con buena cinética de unién.

La divulgacién incluye anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno de los mismos que se obtienen o pueden
obtenerse mediante la recombinacién, in vivo en un ratén, mamifero o vertebrado de la invencién tras la
inmunizaciéon, de uno o mas segmentos génicos D, uno o mas segmentos génicos VH y uno o mas de los
segmentos génicos JH humanos Ju2*01 y Ju6*02.

En una realizacion, que no forma parte de la invencion reivindicada, la célula o el vertebrado de la divulgacién puede
expresar cadenas pesadas que comprenden regiones variables humanas derivadas de la recombinacién de uno o
mas segmentos génicos D, uno o mas segmentos génicos JH y uno o mas de los siguientes segmentos génicos VH
VH3-20*d01, VH1-24*d01 y VH2-26*d01.

Por tanto, la divulgacion, que no forma parte de la invencién reivindicada, incluye anticuerpos o fragmentos de union
a antigeno de los mismos que se obtienen o pueden obtenerse mediante la recombinacion, in vivo en un ratén,
mamifero o vertebrado de la invencién tras la inmunizacién, de uno o mas segmentos génicos D, uno o mas
segmentos génicos JH y uno o mas de los segmentos génicos VH humanos Vx3-20*d01, Vu1-24*d01 y Vn2-26*d01.

En una realizacién adicional, que no forma parte de la invencion reivindicada, la célula o el vertebrado de la
divulgacion puede expresar adicional o alternativamente cadenas ligeras que comprenden regiones variables
humanas derivadas de la recombinacion de uno o0 mas segmentos génicos Jk y uno o mas de los segmentos
génicos VK humanos Vk5-2*d01, Vk1-9*d01, Vk1D-8*d01, Vk3D-11*d01, Vk1D-13*d01, Vk3D-15*d01, Vk2D-26*d01
y Vk2D-28*d01 o la recombinacién de uno o mas segmentos génicos JA y uno o mas de los segmentos génicos VA
humanos VA2-22*d01, VA2-23*d02, VA3-25*d03 y VA4-60*d03.
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Por tanto, la divulgacion, que no forma parte de la invencién reivindicada, incluye anticuerpos o fragmentos de union
a antigeno de los mismos que se obtienen o pueden obtenerse mediante la recombinacion, in vivo en un ratén,
mamifero o vertebrado de la invencién tras la inmunizacién, de uno o mas segmentos génicos Jk y uno o mas de los
segmentos génicos Vk humanos Vk5-2*d01, Vk1-9*d01, Vk1D-8*d01, Vk3D-11*d01, Vk2D-26*d01 y Vk2D-28*d01 o
de uno o mas segmentos génicos JA y uno o mas de los segmentos génicos VA humanos VA2-22*d01, VA2-23*d02,
VA3-25*d03 y VA4-60*d03.

En todos los aspectos de la invencion, la célula puede ser una célula de hibridoma, una célula B, opcionalmente una
célula B inmortalizada, o una célula madre embrionaria.

En una realizacion, el vertebrado o la célula comprende una regién constante que es una regién constante kappa o
lambda; opcionalmente una region constante de raton o de rata. En una realizacion, la regién constante puede ser
una regién constante humana.

En una realizacién, el vertebrado o la célula dado a conocer en el presente documento comprende un locus de
cadena ligera endégeno que es un locus kappa o lambda; comprendiendo opcionalmente el genoma al menos los
segmentos génicos V y J de la tabla 8, 9 0 10 en un locus de cadena ligera endégeno, por ejemplo, el locus kappa
y/o al menos los segmentos génicos V y J de la tabla 13 o0 14 en un locus de cadena ligera endégeno, por ejemplo,
ya sea el locus lambda o kappa .

En una realizacion, que no forma parte de la invencién reivindicada, el vertebrado o la célula dado a conocer en el
presente documento comprende cadenas ligeras de inmunoglobulina que comprenden regiones variables humanas
que se derivan de la recombinacién de segmentos génicos VA y JA humanos seleccionados del grupo que consiste
en segmentos génicos VA y JA de la tabla 18, expresandose cada region variable de este tipo con una regién
constante codificada por un segmento génico CA seleccionado del grupo que consiste en los segmentos génicos CA
de la tabla 18.

En una realizacién, que no forma parte de la invencién reivindicada, las cadenas ligeras comprenden regiones
variables humanas derivadas de la recombinacion de segmentos génicos VA y JA humanos seleccionados del grupo
que consiste en segmentos génicos VA y JA de la tabla 18.

En todas las realizaciones de la divulgacion, que no forma parte de la invencion reivindicada, los dominios VH y VL
pueden formar opcionalmente un sitio de unién a antigeno.

La célula de cualquier aspecto de la invencién puede ser una célula de hibridoma o una célula B, opcionalmente una
célula B inmortalizada. La célula puede ser también una célula ES. La célula ES puede formar parte de una
poblacion de al menos 90, 150 o mas de 200 células. En un ejemplo, la poblacion de células esta contenida en una o
mas placas de multiples pocillos (por ejemplo, placas de 96 pocillos) y puede, por ejemplo, ser una poblacién
clasificada en la que células individuales estan comprendidas por respectivos pocillos diferentes de una placa. El
vertebrado de cualquier aspecto puede estar comprendido dentro de un recipiente que comprende aire filtrado,
opcionalmente que comprende un filtro de aire.

En una realizacién, que no forma parte de la invencion reivindicada, el entorno interno de recipiente es estéril, por
ejemplo, segun sea posible usando un recipiente para animales estandar, por ejemplo, un loft para ratones
Techniplast™ (http:/www.tecniplast.it/us/product/mouse-loft.ntml). En un ejemplo, el recipiente tiene un cuerpo de
plastico, por ejemplo, un cuerpo traslicido o transparente.

El recipiente, que no forma parte de la invencién reivindicada, que comprende los vertebrados puede tener un
volumen de no mas de cuatro, 3, 2 0 1 metros®. El recipiente puede comprender una pluralidad de vertebrados, por
ejemplo, un macho y una hembra (por ejemplo, una pareja fértil).

En una realizacion los vertebrados de la invencién son de al menos 3,5 semanas de edad, por ejemplo, 4 semanas,
5 semanas, 6 semanas, 7 semanas de edad.

El uso de los segmentos génicos tal como se reivindica, especificamente tal como se indica en la tabla 9,
proporciona las ventajas vistas en los ejemplos.

La invencion se refiere ademas a un método de produccién de un anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno del
mismo, comprendiendo el método inmunizar un vertebrado de la invenciéon con un antigeno y recuperar el anticuerpo
o fragmento modificando opcionalmente el anticuerpo o fragmento aislado de modo que comprenda regiones
constantes humanas.

La invencion incluye también un método de produccion de un anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno del
mismo, comprendiendo el método aislar un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo a partir de una
célula de la invencién; y opcionalmente modificar el anticuerpo o fragmento aislado de modo que comprenda
regiones constantes humanas.
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Puede usarse tecnologia de ADN recombinante para producir una secuencia de nucleétidos modificada que codifica
el anticuerpo o fragmento modificado.

El método puede comprender
(a) aislar del vertebrado una célula B que codifica un anticuerpo que se une al antigeno,

(b) identificar o copiar una secuencia de nucleétidos de la célula B que codifica un dominio VH del anticuerpo
y/o identificar o copiar una secuencia de nucleétidos de la célula B que codifica un dominio VL del anticuerpo; y

(c) usar la(s) secuencia(s) para producir un anticuerpo aislado que comprende el dominio VH y/o VL;
comprendiendo opcionalmente el anticuerpo aislado regiones constantes humanas.

La invencion incluye un método para producir un anticuerpo completamente humanizado que comprende inmunizar
un vertebrado tal como se da a conocer en el presente documento y entonces reemplazar la regién constante de
vertebrado no humano de un anticuerpo especificamente reactivo con el antigeno por una regién constante humana,
de manera adecuada modificando mediante ingenieria el acido nucleico que codifica el anticuerpo.

La divulgacion, que no forma parte de la invencion reivindicada, se refiere también a un anticuerpo humanizado
producido segun cualquier método dado a conocer en el presente documento y al uso de un anticuerpo humanizado
asi producido en medicina.

En una realizacion adicional, la invencién incluye aislar un anticuerpo IgG1, IgG2b y/o IgM que se une
especificamente al antigeno diana.

Un anticuerpo aislado de la divulgacion puede producirse mediante la expresién a partir de una célula huésped
seleccionada de una célula CHO, HEK293, Cos o de levadura (por ejemplo, Picchia). En una realizacion preferida, el
anticuerpo es un anticuerpo producido mediante la expresién a partir de una célula CHO.

En una realizacion adicional, que no forma parte de la invencién reivindicada, el anticuerpo o fragmento aislado
puede formularse con un diluyente, portador, excipiente o un farmaco para producir una composicién farmacéutica
para uso médico humano. Opcionalmente, el anticuerpo formulado puede envasarse en un recipiente estéril, por
ejemplo, un vial, tubo, bolsa IV o jeringa, produciendo opcionalmente ademas un kit que comprende combinar el
envase con una etiqueta o instrucciones que indican el uso de la composicién de anticuerpo para uso médico
humano; comprendiendo opcionalmente la etiqueta o las instrucciones un nimero de lote de medicamento y/o un
numero de autorizacién de comercializacion, opcionalmente ademas un nimero de autorizacién de comercializacion
de la EMA o FDA. En un ejemplo, que no forma parte de la invencién reivindicada, el anticuerpo aislado (por
ejemplo, producido por una célula CHO) (i} se formula con un diluyente, portador, excipiente o un farmaco para
producir una composicion farmacéutica para uso médico humano, (i} el anticuerpo formulado se envasa en un
recipiente estéril combinado con una etiqueta o instrucciones que indican el uso de la composicién de anticuerpo
para uso médico humano; comprendiendo la etiqueta o las instrucciones un nimero de lote de medicamento y/o un
numero de autorizacién de comercializacion (por ejemplo, un nimero de autorizacion de comercializacion de la EMA
o FDA). En una realizacién de un ejemplo de este tipo, el anticuerpo se une especificamente a PCSK9 humano y el
uso es para tratar o prevenir la hiperlipidemia o para reducir el colesterol en un humano. En una realizaciéon de un
ejemplo de este tipo, el anticuerpo se une especificamente a IL6Ra humano y el uso es para tratar o prevenir un
estado inflamatorio o artritis reumatoide en un humano. En una realizacién de un ejemplo de este tipo, el anticuerpo
se une especificamente a IL4Ra humano y el uso es para tratar o prevenir una enfermedad atépica, dermatitis
atopica o asma en un humano.

La divulgacién, que no forma parte de la invencion reivindicada, se refiere al anticuerpo o fragmento producido
mediante el método de la invencion para uso médico humano y al uso del anticuerpo o fragmento aislado producido
mediante el método de la invencion en la fabricacién de un medicamento para uso médico humano.

El medicamento puede ser una composicién o un kit dado a conocer en el presente documento.

La divulgacion, que no forma parte de la invencién reivindicada, incluye anticuerpos y fragmentos de unién a
antigeno de los mismos que comprenden dominios variables humanos producidos mediante o derivados de la
recombinacién de cualquier combinacién de segmentos génicos dados a conocer en el presente documento,
obteniéndose o pudiendo obtenerse opcionalmente el anticuerpo y los fragmentos mediante la recombinacion, in
vivo en un ratén, mamifero u otro vertebrado de la invencién tras la inmunizacién.

En una realizacion, que no forma parte de la invencion reivindicada, las cadenas pesadas de inmunoglobulina
expresadas por la célula o el vertebrado son de manera esencialmente exclusiva dichas cadenas pesadas que
comprenden regiones variables humanas; y dichas cadenas pesadas que comprenden regiones variables humanas
se expresan como parte de anticuerpos IgG de suero, opcionalmente anticuerpos IgG1, IgG2a o IgG2b o IgM.
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En una realizacion, que no forma parte de la invencion reivindicada, la célula o el vertebrado de la invencion expresa
un anticuerpo IgG, opcionalmente un anticuerpo IgG1, IgG2a o IgG2b, o un anticuerpo IgM que comprende cadenas
pesadas tal como se definen en el presente documento, uniéndose el anticuerpo especificamente a un antigeno
diana.

La divulgacion se refiere ademas a:
El anticuerpo, opcionalmente, producido mediante un método de la divulgaciéon que comprende

(@) un dominio variable de cadena pesada humano derivado de la recombinacién de segmentos génicos VH, D y JH
humanos seleccionados del grupo que consiste en segmentos génicos VH, D y JH de una cualquiera de las tablas 1-

7y

(b) un dominio variable de cadena ligera humano derivado de la recombinacién de segmentos génicos V y J
humanos ambos seleccionados de los segmentos génicos V y J de una cualquiera de las tablas 8-18.

Un anticuerpo aislado o fragmento de unién a antigeno del mismo, que no forma parte de la invencién reivindicada,
obtenido o que puede obtenerse opcionalmente mediante el método de la invencidén, comprendiendo una regién
variable del anticuerpo o fragmento una o mas mutaciones somaticas de patron de desaminasa inducida por
activacion (AID) de ratén o rata y/o mutaciones de union de patrén de desoxinucleotidil transferasa terminal (TdT) de
ratén o rata.

El dominio o region ligera variable segin la invencion puede comprender hasta 10, incluyendo 1, 2, 3,4, 5,6,7,80
9 mutaciones de unién.

En una realizacién adicional, el dominio o regién ligera variable segun la invencién puede comprender adicional o
alternativamente hasta 9, incluyendo 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, u 8, incluyendo 1, 2, 3, 4, 5, 6 o 7, mutaciones somaticas.

En una realizacién adicional, la divulgacion incluye un anticuerpo aislado o fragmento de unién a antigeno del
mismo, que no forma parte de la invencién reivindicada, obtenido o que puede obtenerse opcionalmente mediante el
método de la invencién, que se une a un receptor gamma, y opcionalmente ademas una cadena ligera constante
humana. En una realizacién, el FC comprende dominios constantes gamma humanos, por ejemplo, dominios
constantes IgG1, IgG2, 1IgG3 o IgG4 humanos.

Un anticuerpo aislado o fragmento de unién a antigeno del mismo, que no forma parte de la invencién reivindicada,
obtenido o que puede obtenerse opcionalmente mediante el método de la invencién, comprendiendo el anticuerpo la
glicosilacion de células CHO, HEK293, Cos o de levadura (por ejemplo, Picchia).

Un anticuerpo o fragmento de la divulgacién, que no forma parte de la invencion reivindicada, puede unirse
especificamente a una enzima humana.

Un anticuerpo o fragmento de la divulgacion, que no forma parte de la invencion reivindicada, puede unirse
especificamente a las dianas humanas: proproteina convertasa PC9, proproteina convertasa subtilisina kexina-9
(PCSK9), CD126, IL-4, receptor de IL-4, IL-6, receptor de IL-6, IL-13, receptor de IL-18, Erbb3, célula ASICI, ANG2,
GDF-8, ligando-2 de angiopoyetina, ligando 4 de proteina similar a delta, Gl de inmunoglobulina, ligando PDGF,
receptor de PDGF o receptor de NGF, toxina A o toxina B de Clostridium difficile, relaxina, CD48, Cd20, receptor de
glucagén, receptor 2 activado por proteasa, ligando IA similar a TNF (T LIA), angiopoyetina relacionada-2 (AR-2),
proteina 4 similar a angiopoyetina, RANKL, proteina 3 similar a angiopoyetina (ANGPTL3), ligando 4 similar a delta
(DLL4), endotelina-1 grande (ET-1), activina A, receptor tirosina cinasas, por ejemplo, AR-1 humana y tirosina cinasa
con dominios de homologia Ig y EGF (TIE) o receptor de TIE-2. En un ejemplo, la diana es PCSK9. En un ejemplo,
la diana es el receptor de IL-6 (por ejemplo, IL6Ra). En un ejemplo, la diana es el receptor de IL-4 (por ejemplo,
IL4Ra).

Los aspectos preferidos de la divulgacion incluyen:

El uso del anticuerpo o fragmento del mismo en la fabricacién de un medicamento, que no forma parte de la
invencion reivindicada, para su uso para atenuar o inhibir una enfermedad o trastorno mediado por IL-4Ra en un
humano. Los trastornos mediados por o relacionados con IL-4Ra que se tratan mediante el ligando, anticuerpo o
fragmento de la invencion incluyen, por ejemplo, artritis (incluyendo artritis séptica), dermatitis herpetiforme, urticaria
idiopatica crénica, escleroderma, cicatrizacion hipertréfica, enfermedad de Whipple, hiperplasia prostatica benigna,
trastornos pulmonares, tales como asma sueva, moderada o grave, trastornos inflamatorios tales como enfermedad
inflamatoria intestinal, reacciones alérgicas, enfermedad de Kawasaki, enfermedad de células falciformes, sindrome
de Churg-Strauss, enfermedad de Grave, preeclampsia, sindrome de Sjogren, sindrome linfoproliferativo
autoinmune, anemia hemolitica autoinmune, es6fago de Barrett, uveitis autoinmune, tuberculosis y nefrosis.
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Estados particulares para los que puede usarse un anticuerpo o fragmento de la divulgacion, que no forma parte de
la invencion reivindicada, en el tratamiento o el diagnéstico incluyen: asma, COPD (por ejemplo, bronquitis cronica,
enfermedad de las vias respiratorias pequefias o enfisema), enfermedad inflamatoria intestinal, un estado fibrético
(por ejemplo, esclerosis sistémica, fibrosis pulmonar, fibrosis hepatica inducida por parasitos o fibrosis quistica),
alergia (por ejemplo, dermatitis atépica, alergia a acaros, alergia a mascotas o alergia alimentaria), terapia de
trasplante para prevenir el rechazo de un trasplante, supresiéon de una hipersensibilidad de tipo retardado o una
reaccion de hipersensibilidad por contacte, como adyuvante a inmunoterapia de alergia o como adyuvante de
vacuna.

Esta abarcado ademas por la divulgacién el uso del anticuerpo o fragmento del mismo en la fabricaciéon de un
medicamento, que no forma parte de la invencién reivindicada, para la prevencion o el tratamiento de una
enfermedad, siendo dicha enfermedad o estado una enfermedad o estado inflamatorio; una enfermedad o estado
atépico; una enfermedad o estado respiratorio; una enfermedad o estado asociado con una IgE elevada; o una
enfermedad o estado asociados con actividad IL-4 y/o IL-13 elevada.

Esta abarcado ademas por la divulgacién el uso del anticuerpo o fragmento del mismo en la fabricaciéon de un
medicamento, que no forma parte de la invencién reivindicada, para la prevencion o el tratamiento de una
enfermedad, seleccionandose dicha enfermedad o estado del grupo que consiste en una enfermedad o estado
inflamatorio de las vias respiratorias, enfermedad pulmonar obstructiva cronica, asma, neumonia, neumonitis por
hipersensibilidad, infiltrado pulmonar con eosinofilia, enfermedad pulmonar ambiental, neumonia, bronquiectasia,
fibrosis quistica, enfermedad pulmonar intersticial, hipertension pulmonar primaria, tromboembolismo pulmonar,
trastornos de la pleura, trastornos del mediastino, trastornos del diafragma, hipoventilacion, hiperventilacion, apnea
del suefio, sindrome de dificultad respiratoria aguda, mesotelioma, sarcoma, rechazo de injerto, enfermedad de
injerto frente a huésped, cancer de pulmén, rinitis alérgica, alergia, asbestosis, aspergiloma, aspergilosis,
bronquiectasia, bronquitis cronica, enfisema, neumonia eosinofilica, fibrosis pulmonar idiopatica, enfermedad
neumococica invasiva, gripe, micobacterias no tuberculosas, efusién pleural, neumoconiosis, neumocitosis,
neumonia, actinomicosis pulmonar, proteinosis alveolar pulmonar, antrax pulmonar, edema pulmonar, embolia
pulmonar, inflamacion pulmonar, histiocitosis X pulmonar, hipertensién pulmonar, nocardiosis pulmonar, tuberculosis
pulmonar, enfermedad venooclusiva pulmonar, enfermedad pulmonar reumatoide, sarcoidosis y granulomatosis de
Wegener.

Esta abarcado ademas por la divulgacion un anticuerpo o fragmento del mismo, que no forma parte de la invencién
reivindicada, tal como se da a conocer en el presente documento, para la prevencién o el tratamiento de cualquier
enfermedad o trastorno dado a conocer en el presente documento,

Esta abarcado ademas por la divulgacion el uso del anticuerpo, o fragmento del mismo, que no forma parte de la
invencién reivindicada, en un método de medical tratamiento de una enfermedad o trastorno dado a conocer en el
presente documento,

Esta abarcado ademas por la divulgacién el uso del ligando, anticuerpo o fragmento de un en la fabricacién de un
medicamento, que no forma parte de la invencion reivindicada, para su uso para atenuar o inhibir una enfermedad o
trastorno mediado por PCSK9 en un humano.

Los ejemplos no limitativos de tales enfermedades o estados pueden incluir, por ejemplo, un trastorno lipidico,
hiperlipoproteinemia, hiperlipidemia; dislipidemia; hipercolesterolemia, un ataque al corazén, un accidente
cerebrovascular, enfermedad cardiaca coronaria, aterosclerosis, enfermedad vascular periférica, claudicacion,
diabetes tipo Il, hipertensién arterial y una enfermedad o estado cardiovascular.

Esta abarcado ademas por la divulgacién, pero no forma parte de la invencion reivindicada, el uso del ligando,
anticuerpo o fragmento de un en la fabricacion de un medicamento para su uso para atenuar o inhibir una
enfermedad o trastorno mediado por IL-6Ra en un humano.

Dicha enfermedad o estado puede ser una enfermedad o estado inflamatorio. Dicha enfermedad o estado puede
seleccionarse del grupo que consiste en una enfermedad inflamatoria intestinal (IBD), enfermedad de Crohn, artritis
reumatoide, psoriasis, bronquiolitis, gingivitis, rechazo de trasplante, rechazo de trasplante alogénico, enfermedad
de injerto frente a huésped (GvHD), asma, sindrome de dificultad respiratoria en adultos (ARDS), choque séptico,
colitis ulcerosa, sindrome de Sjorgen, inflamacién de las vias respiratorias, enfermedad de Castleman, periodontitis,
dermatitis atopica, lupus eritematoso sistémico y enfermedad cardiaca coronaria.

Las siguientes definiciones son aplicables a cualquier configuracién, aspecto. clausula, provisién, ejemplo o
realizacién de la invencién.

“Derivado de” se usa en el sentido ordinario del término. Los sinénimos a modo de ejemplo incluyen “producido
como”, “que resulta de”, “recibido de”, “obtenido de”, “un producto de’, “consecuencia de” y “modificado a partir de”
Por ejemplo, una regién variable humana de una cadena pesada puede derivarse de la recombinacion de

segmentos génicos VH, D y JH humanos y esto refleja la recombinacion in vivo de estos segmentos génicos en, por
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ejemplo, un locus de cadena pesada transgénico segun la invencién con cualquier mutacién acompafiante (por
ejemplo, mutacién de unioén).

Las muestras de las que pueden obtenerse células B incluyen, pero no se limitan a, sangre, suero, bazo, tejido
esplénico, médula 6sea, linfa, ndédulo linfatico, timo y apéndice. Los anticuerpos y las cadenas de inmunoglobulina
pueden obtenerse de cada una de las muestras mencionadas anteriormente y también de la siguiente lista no
limitativa de células B, fluido de ascitis, hibridomas y cultivos celulares.

“Pluralidad” se usa en el sentido ordinario del término y significa “al menos uno” o “mas de uno”.

El término “configuracién de linea germinal” se refiere a una configuracion genémica de linea germinal. Por ejemplo,
segmentos génicos de inmunoglobulina humanos de un locus de inmunoglobulina transgénico estan en una
configuracién de linea germinal cuando el orden relativo de los segmentos génicos es el mismo que el orden de
segmentos génicos correspondiente en un genoma de linea germinal humano. Por ejemplo, cuando el locus
transgénico es un locus de cadena pesada de la invencién que comprende segmentos génicos de inmunoglobulina
humanos hipotéticos A, B y C, estos se proporcionarian en este orden (de 5" a 3’ en el locus) cuando los segmentos
génicos correspondientes de un genoma de linea germinal humano comprenden la disposicion 5-A-B-C-3’. En un
ejemplo, cuando se proporcionan elementos de un locus de inmunoglobulina humano (por ejemplo, segmentos
génicos, potenciadores u otros elementos reguladores) en un locus de inmunoglobulina transgénico segun la
invencion, los elementos de locus Ig humano estan en configuracion de linea germinal cuando cuando el orden
relativo de los segmentos génicos es el mismo que el orden de segmentos génicos correspondientes en un genoma
de linea germinal humano y se incluyen secuencias humanas entre los elementos, correspondiendo estas a tales
secuencias entre elementos correspondientes en el genoma de linea germinal humano. Por tanto, en un ejemplo
hipotético el locus transgénico comprende elementos humanos en la disposicion 5-A-S1-B-82-C-53-3', siendo A, B
y C segmentos génicos de inmunoglobulina humanos y siendo S1-83 secuencias de segmento intergénico
humanas, estando presente la disposicion 5-A-S1-B-S§2-C-S3-3’ correspondiente en un genoma de linea germinal
humano. Por ejemplo, esto puede conseguirse proporcionando en un locus de inmunoglobulina transgénico de la
invencién un inserto de ADN correspondiente a la secuencia de ADN de A a C en un genoma de linea germinal
humano (o comprendiendo el inserto la secuencia de ADN de A a C). las disposiciones en genomas de linea
germinal humanos y loci de inmunoglobulina se conocen en la técnica (por ejemplo, véase el IMGT en la World Wide
Web (véase anteriormente), Kabat y otros recursos de anticuerpos a los que se hace referencia en el presente
documento).

El término “anticuerpo” incluye anticuerpos monoclonales (incluyendo anticuerpos de longitud completa que tienen
una regidon FC de inmunoglobulina), composiciones de anticuerpo con especificidad poliepitépica, anticuerpos
multiespecificos (por ejemplo, anticuerpos biespecificos, diacuerpos y moléculas monocatenarias, asi como
fragmentos de anticuerpo (por ejemplo, dAb, Fab, F(ab’}2 y Fv). El término “anticuerpo” incluye también anticuerpos
H2 que comprenden un dimero de una cadena pesada (5'VH-(opcional bisagra)-CH2-CH3-3’) y carecen de una
cadena ligera (similar a anticuerpos H2 que se producen de manera natural; véase, por ejemplo, Nature. 3 de junio
de 1993;363(6428):446-8; Naturally occurring antibodies devoid of light chains; Hamers-Casterman C, Atarhouch T,
Muildermans S, Robinson G, Hamers C, Songa EB, Bendahman N, Hamers R). Por tanto, en una realizacién de la
presente invencion, el ARN producido a partir del locus de cadena pesada transgénico codifica cadenas pesadas
que carecen de un segmento génico CH1 y no comprenden ninguna cadena ligera de anticuerpo funcional. En un
ejemplo, el ARN producido a partir del locus de cadena pesada transgénico codifica dominios variables individuales
VH (dAc; anticuerpos de dominio). Estos pueden comprender opcionalmente una region constante.

El término “inmunoglobulina” (Ig) se usa de manera intercambiable con “anticuerpo” en el presente documento.

Un anticuerpo “aislado” es uno que se ha identificado, separado y/o recuperado a partir de un componente de su
entorno de produccién (por ejemplo, de manera natural o recombinante). Preferiblemente, el polipéptido aislado esta
libre de asociacion con todos los demas componentes de su entorno de produccion, por ejemplo, de modo que el
anticuerpo se ha aislado con respecto a un estandar que puede aprobarse o aprobado por la FDA. Componentes
contaminantes de su entorno de produccién, tal como el que resulta de células transfectadas recombinantes, son
materiales que interferirian normalmente con usos de investigacion, de diagnéstico o terapéuticos para el anticuerpo,
y pueden incluir enzimas, hormonas y otros solutos proteinicos o no proteinicos. En realizaciones preferidas, el
polipéptido se purificara: (1) hasta mas del 95% en peso de anticuerpo tal como se determina mediante, por ejemplo,
el método de Lowry, y, en algunas realizaciones, hasta mas del 99% en peso; (2) hasta un grado suficiente para
obtener al menos 15 residuos de secuencia de aminoacidos N-terminales o internos mediante el uso de un
secuenciador de copa giratoria, o (3) hasta homogeneidad mediante SDS-PAGE en condiciones no reductoras o
reductoras usando azul de Coomassie o, preferiblemente, tincion de plata. El anticuerpo aislado incluye el anticuerpo
in situ dentro de células recombinantes, dado que al menos un componente del entorno natural del anticuerpo no
estara presente. De manera ordinaria, sin embargo, un polipéptido o anticuerpo aislado se preparara mediante al
menos una etapa de purificacion.

Un “fragmento de anticuerpo” comprende una porcion de un anticuerpo intacto, preferiblemente el antigeno que se
une a y/o la regién variable del anticuerpo intacto. Los ejemplos de fragmentos de anticuerpo incluyen fragmentos
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dAb, Fab, Fab’, F(ab’)2 y Fv; diacuerpos; anticuerpos lineales; moléculas de anticuerpo monocatenarias y
anticuerpos multiespecificos formados a partir de fragmentos de anticuerpo.

Un anticuerpo que “se une especificamente a” o es “especifico para” un polipéptido, antigeno o epitopo particular es
uno que se une a ese polipéptido, antigeno o epitopo particular sin unirse sustancialmente a otros polipéptidos,
antigenos o epitopos. Por ejemplo, la unién al antigeno o epitopo es especifica cuando el anticuerpo se une con una
Ko de 100 UM o menos, 10 UM o menos, 1 UM o menos, 100 nM o menos, por ejemplo, 10 nM o menos, 1 nM o
menos, 500 pM o menos, 100 pM o menos, o 10pM o menos. La afinidad de unién (Kp) puede determinarse usando
procedimientos estandar tal como conocera el experto en la técnica, por ejemplo, unién en ELISA y/o determinacion
de la afinidad usando resonancia plasménica de superficie (por ejemplo, medicién de afinidad en fase de disolucion
Biacore™ o KinExA™ que puede detectar hasta afinidades de fM (Sapidyne Instruments, Idaho)).

“Farmacéuticamente aceptable” se refiere a aprobado o0 que puede aprobarse por una agencia reguladora del
gobierno federal de los EE. UU. o0 un estatal o listado en la farmacopea estadounidense u otra farmacopea
reconocida generalmente para su uso en animales, incluyendo humanos. Un “portador, excipiente o adyuvante
farmacéuticamente aceptable” se refiere a un portador, excipiente o adyuvante que puede administrarse a un sujeto,
junto con un agente, por ejemplo, cualquier anticuerpo o cadena de anticuerpo descrito en el presente documento, y
que no destruye la actividad farmacolégica del mismo y es no téxico cuando se administra en dosis suficientes para
suministrar una cantidad terapéutica del agente.

Breve descripcién de las figuras

La Fig. 1, parte 1, ilustra los BAC primero y segundo usados para la insercién en loci de cadena ligera endégenos de
ratén. Se muestra el ADN humano en cada BAC. La parte 2 de la figura 1 muestra el punto de insercién de ADN de
locus Ig lambda humano en el locus de cadena kappa enddgeno de ratén. La parte 3 de figura 1 muestra el punto de
insercién de ADN de locus Ig lambda humano en el locus de cadena lambda endégeno de ratén.

La Fig. 2 muestra los resultados de analisis FACS para determinar la expresion de CA de ratén y humano (y por
tanto correspondientemente la expresion de regién variable de ratén y humana) en células B esplénicas B220+* de
ratones homocigéticos P1 (P1/P1) en comparacion con ratones de tipo silvestre (WT).

La Fig. 3A muestra los resultados de analisis FACS para determinar la expresién de Ck y CA de ratén en células B
esplénicas B220+ a partir de ratones homocigoticos P2 (P2/P2) en comparacion con ratones de tipo silvestre (WT).
No se observé ninguna expresion de Ck de raton detectable.

La Fig. 3B muestra los resultados de analisis FACS para determinar la expresion de CA humano (y por tanto
correspondientemente la expresion de region variable humana) en células B esplénicas B220* a partir de ratones
homocigéticos P2 (P2/P2) en comparacién con ratones de tipo silvestre (WT).

La Fig. 4 muestra la utilizacién de VA humano en ratones homocigoéticos P2 (P2/P2) y la utilizacién de VA tipica en
humanos (recuadro)

La Fig. 5 muestra la utilizacién de JA humano en ratones homocigoticos P2 (P2/P2) y la utilizacién de JA tipica en
humanos (recuadro)

La Fig. 6 muestra que la utilizacion de VA es muy alta en ratones homocigoticos P2 (P2/P2).

La Fig. 7 muestra la distribucién de utilizacién de segmento génico Vk de ratdn y VA humano a partir de los locus
kappa quiméricos en ratones homocigéticos P2 (P2/P2).

La Fig. 8 ilustra la disposicién de RSS en los loci lambda y kappa.

La Fig. 9A muestra los resultados de analisis FACS para determinar la expresién de CA de ratén y humano (y por
tanto correspondientemente la expresion de regién variable de ratén y humana) en células B esplénicas B220* a
partir de ratones homocigéticos L2 en los que se ha inactivado la expresién de cadena kappa endégena (L2/L2;
KA/KA) en comparacion con ratones que no tienen ningin ADN lambda humano insertado y en los que se ha
inactivado la expresién de cadena kappa endégena (KA/KA). Se ha observado una utilizacién de VA humano muy
alta en los ratones L2/L2; KA/KA, casi hasta la exclusiéon de uso de VA de ratén.

Fig. 9B: Andlisis de compartimentos de células B esplénicas. Esta figura muestra los resultados de anélisis FACS en
células B esplénicas a partir de ratones L2/L2; KA/KA transgénicos (homocigotos L2; homocigoticos para la insercion
de segmentos génicos lambda humanos en loci lambda endégenos; habiéndose inactivado la expresién de cadena
kappa endoégena) en comparacién con células B esplénicas de ratones que expresan solo anticuerpos de ratén
(ratones KA/KA). Los resultados muestran que los compartimentos de células B esplénicas en los ratones de la
divulgacion son normal (es decir, equivalentes a los compartimentos de ratones que expresan solo cadenas de
anticuerpos de raton).
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Fig. 10: Desarrollo de células B y marcadores en la médula ésea y compartimentos esplénicos.

Fig. 11A: Analisis de compartimentos de células B esplénicas. Esta figura muestra los resultados de analisis FACS
en células B esplénicas de ratones S1F/HA, KA/+ transgénicos de la invencién que expresan regiones variables de
cadena pesada que son todas humanas (en las que la expresioén de cadena pesada enddgena se ha inactivado
mediante inversioén), en comparacion con células B esplénicas de ratones que expresan solo anticuerpos de raton.
Los resultados muestran que los compartimentos de células B esplénicas en los ratones de la divulgacién son
normales (es decir, equivalentes a los compartimentos de ratones que expresan solo cadenas de anticuerpos de
ratén).

S1F/HA, +/KA = (i} S1F - el primer alelo de cadena pesada enddgeno tiene una insercidon de ADN de locus de
cadena pesada humano, la regién VDJ de raton endbégena se ha inactivado mediante inversién y movimiento en el
sentido de 5’ en el cromosoma; (i} HA - el segundo alelo de cadena pesada enddgeno se ha inactivado (mediante la
insercién de una secuencia de interrupcion endégena); (iii) + - el primer alelo kappa enddgeno es un alelo kappa de
tipo natural; y (iv) KA - el segundo alelo kappa enddgeno se ha inactivado (mediante la insercién de una secuencia
de interrupcién endégena). Esta disposicién codifica exclusivamente cadenas pesadas a partir del primer alelo de
cadena pesada endoégeno.

La Fig. 11B: Andlisis de compartimentos de células B esplénicas. Esta figura muestra los resultados de analisis
FACS en células B esplénicas de ratones S1F/HA, K2/KA transgénicos de la divulgacion que expresan regiones
variables de cadena pesada que son todas humanas (en las que la expresién de cadena pesada endégena se ha
inactivado mediante inversién) y regiones variables de cadena kappa humanas, en comparacién con células B
esplénicas de ratones +/HA, K2/KA. Los resultados muestran que los compartimentos de células B esplénicas en los
ratones de la divulgacién son normales.

S1F/HA, K2/KA = (i) K2 - el primer alelo kappa enddgeno tiene dos inserciones de ADN de locus de cadena kappa
entre el Jk endégeno mas 3’y el Ck de ratén, proporcionando una insercion de 14 Vk y Jk1-Jk5 humanos; vy (i) KA -
el segundo alelo kappa enddégeno se ha inactivado (mediante la insercion de una secuencia de interrupcion
endbgena). Esta disposicion codifica exclusivamente cadenas pesadas que comprenden regiones variables
humanas y sustancialmente cadenas ligeras kappa del primer alelo kappa endégeno.

+/HA, K2/KA - esta disposicion codifica cadenas pesadas de raton y cadenas kappa humanas.

Fig. 12A: Andlisis de compartimentos de progenitoras B de médula ésea. Esta figura muestra los resultados de
andlisis FACS en células B de médula 6sea (BM) de ratones S1F/HA, KA/+ transgénicos de la invencién que
expresan regiones variables de cadena pesada que son todas humanas (en las que la expresién de cadena pesada
endbgena se ha inactivado mediante inversién), en comparacion con células B BM de ratones que expresan solo
anticuerpos de ratén. Los resultados muestran que los compartimentos de células B BM en los ratones de la
divulgacion son normales (es decir, equivalentes a los compartimentos de ratones que expresan solo cadenas de
anticuerpos de raton).

Fig. 12B: Andlisis de compartimentos de progenitoras B de médula ésea. Esta figura muestra los resultados de
analisis FACS en células B de médula 6sea (BM) de ratones S1F/HA, K2/KA transgénicos de la invencion que
expresan regiones variables de cadena pesada que son todas humanas (en las que la expresién de cadena pesada
endbgena se ha inactivado mediante inversién) y regiones variables de cadena kappa humanas, en comparacion
con células B BM de ratones +/HA, K2/KA. Los resultados muestran que los compartimentos de células B BM en los
ratones de la divulgacién son normales.

Fig. 13: Muestra la cuantificacién de Ig para la Ig subtipo y total en diversos ratones:

S1F/HA, KA/+ = (i} S1F - el primer alelo de cadena pesada endoégeno tiene una insercidon de ADN de locus de
cadena pesada humano, la regién VDJ de raton endbégena se ha inactivado mediante inversién y movimiento en el
sentido de 5’ en el cromosoma; (i} HA - el segundo alelo de cadena pesada enddgeno se ha inactivado (mediante la
insercién de una secuencia de interrupciéon endégena); (i) KA - el primer alelo kappa enddgeno se ha inactivado
(mediante la insercién de una secuencia de interrupcion endégenay); y (iv) + - el segundo alelo kappa endégeno es
un alelo kappa de tipo natural. Esta disposicion codifica exclusivamente cadenas pesadas a partir del primer alelo de
cadena pesada endégeno.

S1F/HA, K2/KA = (i) K2 - el primer alelo kappa enddgeno tiene dos inserciones de ADN de locus de cadena kappa
entre el Jk endégeno mas 3’y el Ck de ratén, proporcionando una insercion de 14 Vk y Jk1-Jk5 humanos; vy (i) KA -
el segundo alelo kappa enddégeno se ha inactivado (mediante la insercion de una secuencia de interrupcion
endbgena). Esta disposicion codifica exclusivamente cadenas pesadas que comprenden regiones variables
humanas y sustancialmente cadenas ligeras kappa del primer alelo kappa endégeno.

+/HA, K2/+ - esta disposicién codifica cadenas pesadas de ratén y cadenas kappa tanto de ratén como humanas.
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+/HA, +/KA - esta disposicién codifica cadenas pesadas y kappa de ratén.
En esta figura, "Suma de Ig” es la suma de los isotipos IgG y IgM.
Fig. 14: muestra la cuantificacién de Ig para la Ig subtipo y total en diversos ratones:

S1F/HA, K2/KA (n=15) y 12 ratones que expresan solo cadenas de anticuerpos de ratén (+/HA, +/KA (n=6) y ratones
de tipo silvestre (WT; n=6)).

Descripcién detallada de la invencion

Se entendera que las realizaciones particulares descritas en el presente documento se muestran a modo de
ilustracién y no como limitaciones de la invencién. Las caracteristicas principales de esta invenciéon pueden
emplearse en diversas realizaciones sin apartarse del alcance de la invencién. Los expertos en la técnica
reconoceran, o seran capaces de determinar usando no mas de un estudio rutinario, numerosos equivalentes a los
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.

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 consistente 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 usa para significar "y/0” a menos que se
indique explicitamente que hace referencia a alternativas solo o que las alternativas sean mutuamente excluyentes,
aunque la divulgacion respalda una definicién que se refiere a solo alternativas e "y/o0”. Por toda esta solicitud, el
término “aproximadamente” se usa para indicar que un valor incluye la variacién de error inherente para el

dispositivo, empleandose el método para determinar el valor o la variacion que existe entre los sujetos de estudio.

Tal como se usa 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” y “incluyen”) o
“que contiene” (y cualquier forma de que contiene, tal como “contiene” y “contienen”) son inclusivas o de extremos
abiertos y no excluyen elementos o etapas de método adicionales, no citados

El término “o combinaciones de los mismos” tal como se usa en el presente documento se refiere a todas las
permutaciones y combinaciones de los elementos listados que preceden al término. Por ejemplo, “A, B, C o
combinaciones de los mismos” pretende incluir al menos uno de: A, B, C, AB, AC, BC o ABC, y si el orden es
importante en un contexto particular, también BA, CA, CB, CBA, BCA, ACB, BAC o CAB. Continuando con este
ejemplo, se incluyen expresamente combinaciones que contienen repeticiones de uno o mas elementos o términos,
tal como BB, AAA, MB, BBC, AAABCCCC, CBBAAA, CABABB, etcétera. El experto en la técnica entendera que
normalmente no hay ningdn limite en el nimero de elementos o términos en cualquier combinacion, a menos que
resulte evidente lo contrario a partir del contexto.

Como fuente de secuencias de segmento génico de anticuerpo, el experto en la técnica sera consciente también de
las siguientes bases de datos y recursos disponibles (incluyendo actualizaciones de los mismos):

La base de datos Kabat (G. Johnson y T. T. Wu, 2002; World Wide Web (www) kabatdatabase.com). Creada por E.
A. Kabaty T. T. Wu en 1966, la base de datos Kabat publica secuencias alineadas de anticuerpos, receptores de
células T, moléculas de complejo de histocompatibillidad mayor (MHC) clase | y I, y otras proteinas de interés
inmunolégico. Se proporciona una interfaz de busqueda mediante la herramienta Seqghuntll, y estan disponibles una
grama de utilidades para el alineamiento de secuencias, clasificacion por subgrupos de secuencias y la generacion
de graficos de variabilidad. Véase también Kabat, E. A., Wu, T. T., Perry, H., Gottesman, K., y Foeller, C. (1991)
Sequences of Proteins of Immunological Interest, 52 ed., publicacién NIH n.® 91-3242, Betesda, MD, en particular con
referencia a segmentos génicos humanos para su uso en la presente invencion.

KabatMan (A. C. R. Martin, 2002; World Wide Web (www) bioinf.org.uk/abs/simkab.html). Esta es una interfaz web
para hacer consultas simples a la base de datos de secuencias Kabat.

IMGT (the International ImMunoGeneTics Information System®; M.-P. Lefranc, 2002; World Wide Web (www)
imgt.cines.fr). IMGT es un sistema de informacion integrado que se especializa en anticuerpos, receptores de células
T y moléculas MHC de todas las especies de vertebrados. Proporciona un portal comin para datos estandarizados
que incluyen secuencias de nucleotidos y de proteinas, cebadores oligonucleotidicos, mapas génicos, polimorfismos
genéticos, especificidades y estructuras bidimensionales (2D) y tridimensionales (3D). IMGT incluye tres bases de
datos de secuencias (IMGT/LIGM-DB, IMGT/MHC-DB, IMGT/PRIMERDB), una base de datos de genomas
(IMGT/GENE-DB), una base de datos de estructuras 3D (/IMGT/3Dstructure-DB) y una grama de recursos web
(“IMGT Marie-Paule page”) y herramientas interactivas.
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V-BASE (I. M. Tomlinson, 2002; World Wide Web (www) mrc-cpe.cam.ac.uk/vbase). VBASE es un directorio extenso
de todas las secuencias de regién variable de linea germinal de anticuerpo humanas compiladas de méas de mil
secuencias publicadas. Incluye una versién del software de alineamiento DNAPLOT (desarrollado por Hans-Helmar
Althaus y Werner Miiller) que permite la asignacion de genes de V de anticuerpo reorganizados a sus segmentos
génicos de linea germinal mas cercanos.

Anticuerpos-Estructura y secuencia (A. C. R. Martin, 2002; World Wide Web (www) bioinf.org.uk/abs). Esta pagina
resume informacion Gtil sobre la estructura y la secuencia de anticuerpos. Proporciona una interfaz de consulta para
los datos de secuencia de anticuerpo Kabat, informacion general sobre anticuerpos, estructuras cristalinas y enlaces
a otra informacién relacionada con anticuerpos. También distribuye un sumario automatizado de todas las
estructuras de anticuerpo depositadas en la Protein Databank (PDB). De particular interés es una descripcion
exhaustiva y comparacion de los diversos esquemas de numeracién para regiones variables de anticuerpo.

AAAAA (A Ho's Amazing Atlas of Antibbody Anatomy; A. Honegger, 2001; World Wide Web (www)
unizh.ch/~antibody). Este recurso incluye herramientas para analisis estructural, modelado y modificacién mediante
ingenieria. Adopta un esquema de unificacién para el alineamiento estructural extenso de secuencia de anticuerpo y
de receptor de células T, e incluye macros de Excel para el analisis y la representacion grafica de anticuerpos.

WAM (Web Antibody Modeling; N. Whitelegg y A. R. Rees, 2001; World Wide Web (www) antibody.bath.ac.uk).
Albergada por el Centre for Protein Analysis and Design en la Universidad de Bath, Reino Unido. Basado en el
paguete AbM (comercializado anteriormente por Oxford Molecular) para construir modelos 3D de secuencias Fv de
anticuerpo usando una combinacién de métodos tedricos establecidos, este sitio incluye también la Ultima
informacién estructural de anticuerpos.

Pagina de estructura/funcion de inmunoglobulinas de Mike (M. R. Clark, 2001; World Wide Web (www)
path.cam.ac.uW-mrc7/mikeimages.html) Estas paginas proporcionan materiales educativos sobre la estructura y la
funcién de inmunoglobulinas, y se ilustran mediante michas imagenes a color, modelos y animaciones. Esta
disponible informacién adicional sobre humanizacion de anticuerpo y el Mike Clark’s Therapeutic Antinbody Human
Homology Project, que pretende correlacionar la eficacia clinica y las respuestas anti-inmunoglobulina con
secuencias de regién variable de anticuerpos terapéuticos.

La pagina de recursos de anticuerpos (The Antibody Resource Page, 2000; World Wide Web (www)
antibodyresource.com). Este sitio se describe a si mismo como la “guia completa para la busqueda y los
proveedores de anticuerpos”. Se proporcionan enlaces a herramientas de secuenciacién de aminoacidos,
herramientas de secuenciacion de anticuerpos de nucledtidos y bases de datos de hibridomas/cultivos celulares.

Humanizacion por disefio (J. Saldanha, 2000; World Wide Web (www) people.cryst.bbk.ac.uk/~ubcg07s). Este
recurso proporciona un resumen sobre tecnologia de humanizacién de anticuerpo. La caracteristica mas Util es una
base de datos en la que pueden hacerse blsquedas (por secuencia y texto) de mas de 40 anticuerpos humanizados
publicados que incluye informacién sobre cuestiones de disefio, eleccion de entramado, retromutaciones de
entramado y la afinidad de unién de los constructos humanizados.

Véase también Antibody Engineering Methods and Protocols, Ed. Benny K C Lo, Methods in Molecular Biology™,
Human Press. También en World Wide Web (www) blogsua.com/pdf/antibody-engineering-methods-and-
protocolsantibody-engineering-methods-and-protocols.pdf

Cualquier parte de esta divulgacion puede leerse en combinacién con cualquier otra parte de la divulgacion, a menos
que resulte evidente lo contrario a partir del contexto.

Todas las composiciones y/o los métodos dados a conocer y reivindicados en el presente documento pueden
elaborarse y ejecutarse sin experimentacion indebida a la luz de la presente divulgacion. Aunque las composiciones
y los métodos de esta invencién se han descritos en términos de realizaciones preferidas, resultara evidente para los
expertos en la técnica que pueden aplicarse variaciones a las composiciones y/o los métodos y en las etapas o en la
secuencia de etapas del método descrito en el presente documento sin apartarse del concepto y del alcance de la
invencién. Se considera que todos de tales sustitutos y modificaciones similares evidentes para los expertos en la
técnica estan dentro del alcance y del concepto de la invencién tal como se definen mediante las reivindicaciones
adjuntas.

Los siguientes ejemplos se proponen para dotar a los expertos habituales en la técnica de una divulgacion y
descripcién completas de como hacer y usar la invencién, y no pretenden limitar el alcance de lo que los inventores
consideran su invencion.

Ejemplos (ejemplos de referencia)

Ejemplo 1:

35



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2993 142T3

Expresion de regiones variables lambda humanas alta en ratones transgénicos que comprenden segmentos génicos
lambda humanos insertados en locus kappa endégeno

Se realiz6 una inserciéon de segmentos génicos lambda humanos a partir de un 1¢" IGL BAC en el locus IGK de
células AB2.1 ES de raton (Baylor College of Medicine) para crear un alelo de cadena ligera quimérico denominado
alelo P1 (Fig. 1). La secuencia humana insertada corresponde a la secuencia del cromosoma 22 humano desde la
posicion 23217291 hasta la posicién 23327884 y comprende los segmentos génicos lambda funcionales VA3-1, JA1-
CA1, JA2-CA2, JA3-CA3, JAB-CAB y JA7-CA7 (los alelos de la tabla 13). La insercién se hizo entre las posiciones
70674755 y 706747756 en el cromosoma 6 de ratdn, que esta en el sentido de 5’ de la regiéon Ck de raton y 3'Ek (es
decir, dentro de 100 kb del potenciador de cadena ligera endégeno) tal como se muestran en la Figura 1. Los
segmentos génicos VK y Jk de ratdbn se conservaron en el locus quimérico, inmediatamente en el sentido de 5° del
ADN lambda humano insertado. Los loci lambda de ratén se dejaron intactos. Se generaron ratones homocigéticos
para el locus P1 quimérico a partir de las células ES usando procedimientos estandar.

Se produjeron un segundo tipo de ratones (ratones P2) en los que se insertaron mas segmentos génicos VA
funcionales humanos en el sentido de 5’ (5°) de VA3-1 humano mediante la insercién secuencial del ADN humano de
BAC1 y entonces ADN de BAC2 para crear el alelo P2 (los alelos de la tabla 14). La secuencia humana insertada de
BAC2 corresponde a la secuencia del cromosoma 22 humano desde la posicién 23064876 hasta la posicion
23217287 y comprende los segmentos génicos lambda funcionales VA2-18, VA3-16, V2-14, VA3-12, VA2-11, VA3-10,
VA3-9, VA2-8 y VA\4-3. Se generaron ratones homocigéticos para el locus P2 quimérico a partir de las células ES
usando procedimientos estandar.

Se realizé un analisis FACS de células B esplénicas de los homocigotos P1 y P2 para evaluar la expresion de
lambda frente a kappa y la expresion de lambda humana frente a lambda de ratén en los ratones transgénicos.

Se llevd a cabo 5-RACE estandar para analizar los transcritos de ARN de los loci de cadena ligera en homocigotos
P2.

Expresion de cadena ligera y analisis FACS

Para obtener una suspension celular individual de bazo, el bazo se hizo pasar suavemente a través de un colador
celular de 30 pm. Se resuspendieron células individuales en solucién salina tamponada con fosfato (PBS)
suplementada con suero de ternera fetal (FCS) inactivado por calor al 3%.

Se usaron los siguientes anticuerpos para la tincién:

Anticuerpo de ficoeritrina (PE) lambda anti-raton (mCA) de rata (Southern Biotech), isotiocianato de fluoresceina
(FITC) kappa anti-raton (mCk) de rata (BD Pharmingen, clon 187.1), ficoeritrina (PE) lambda anti-humano (hCA)
(eBioscience, clon 1-155-2), aloficocianina (APC) anti-B220/CD45R (eBioscience, clon RA3-6B2). NB: se espera que
las cadenas ligeras que portan CA humano tengan regiones variables derivadas de la reorganizacién de VA humano
y JA humano insertados. Se espera que las cadenas ligeras que portan CA de ratén tengan regiones variables
derivadas de la reorganizacion de ratén VA y JA de los loci lambda endégenos.

Se afiadieron 5x10° células a tubos individuales, se centrifugaron para eliminar el exceso de fluido y se
resuspendieron en 100 ul nuevos de PBS + FCS al 3%. A cada tubo individual se le afiadieron los siguientes
anticuerpos:

Para la tincién de mA frente a mk se afiadid 1 pl de cada anticuerpo ademas de 1 pl de anticuerpo B220/CD45R.
Para la deteccion de B células que expresan cadena ligera lambda humana, el anticuerpo mA se sustituyd por
anticuerpo hA. Las células se incubaron en la oscuridad a 6°C durante 15 minutos seguido de varios lavados con
PBS nuevo+FCS al 3% para eliminar el anticuerpo no unidos. Las células se analizaron usando un analizador de
clasificacion celular activada por fluorescencia (FACS) de Miltenyi Biotech.

Se controlaron los esplenocitos vivos usando una dispersion lateral (SSC) y una dispersién frontal (FSC). Dentro de
la poblacion controlada por SSC y FSC, se detectd una subpoblacion de B220/CD45R (células B de ratén) usando el
fluorocromo APC. La poblacién de B220/CD45R positiva individual se subdividié adicionalmente en una célula que
porta fluorocromo PE o bien mA o bien hA junto con fluorocromo FITC. El porcentaje de cada poblacion se calculd
usando un sistema de control.

Sorprendentemente, el analisis FACS de células B esplénicas de los homocigotos P1 no mostré ninguna expresion
de Ck de raton detectable (Fig. 2), lo que indica que la insercién del ADN de locus lambda humana de BAC1
interrumpe la expresion de la cadena IGK endogena.

La fuerte expresion de CA enddgeno y la débil expresion de CA humano en las células B esplénicas agrupadas
mediante analisis FACS (CA ratén:CA humano = 65:32) en estos ratones sugiere que la secuencia IGL humana
insertada, aunque interrumpe la actividad IGK, no puede competir totalmente con los genes IGL endégenos.
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El analisis FACS de nuevo no mostré sorprendentemente ninguna expresion de Ck de raton detectable en los
homocigotos P2 (Figs. 3A y B). Sin embargo, el CA humano predomina enormemente en células B expresadas
agrupadas como CA de ratén o humano tras el analisis FACS (CA de ratén:CA humano = 15:80 correspondiente a
una relacién de 15 regiones variables lambda de ratén:80 regiones variables lambda humanas, es decir, un 84% de
regiones variables lambda humanas con referencia a las células B agrupadas - lo que corresponde al 80% de las
células B totales) de los homocigotos P2. Aunque sin querer restringirse a ninguna teoria, sugerimos que la
secuencia de locus lambda humana insertada del 2° BAC proporciona algunas ventajas para competir con una
reorganizacion o expresion de segmentos génicos lambda endbgenos.

Analizamos la utilizacién de VA y JA humanos en los homocigotos P2. Véase la Figura 4 que muestra la utilizaciéon de
VA humano en homocigotos P2. La utilizacién observada era similar a la observada en humanos (segun J Mol Biol.
25 de abril de 1997;268(1):69-77; “The creation of diversity in the human immunoglobulin V(lambda) repertoire”;
Ignatovich O et al.). Ademas, la utilizacién de JA humano era similar a la observada en humanos (Figura 5). El
analisis de utilizacion de VA frente a Vk de transcritos CA humanos secuenciando clones de PCR 5°-RACE sin sesgo
(amplificacién rapida de los extremos de ADNc) mostr6 que entre 278 secuencias de clon, solo una usaba Vk para la
reorganizacion para dar JA (JA humano) y todas las demas (277 clones) usaban VA human (Figs. 6 y 7; se detecto
VA2-5 al nivel de transcrito de ARN, pero este es un pseudogén que habitualmente no se recoge mediante la
utilizacién a nivel de proteina). Aunque no se pretende restringirse a ninguna teoria, sugerimos que los segmentos
génicos Vk de ratén conservados esencialmente no pueden reorganizarse eficientemente con los segmentos
génicos JA humanos insertados porque tiene el mismo tipo de RSS (secuencias sefial de recombinacién; véase la
explicacién mas adelante) y son incompatibles para la reorganizacion (Fig. 8). Este resultado indica también que la
inactivacion de la actividad IGK endégena y la expresion predominante de la secuencia lambda humana insertada
puede conseguirse sin modificacién adicional del locus IGK, por ejemplo, una delecion o inversiéon de segmentos
génicos de loci kappa endbégenos no es necesaria, lo que simplifica enormemente la generacion de ratones
transgénicos (tiles que expresan cadenas ligeras que portan regiones variables lambda humanas (es decir, regiones
variables producidas mediante la recombinacién de segmentos génicos VA y JA humanos).

La disposicion de secuencias sefial de recombinaciéon (RSS) que median en la recombinacién de V(D)J in vivo se
discute, por ejemplo, en Cell. Abril de 2002; 109 Supl:pags. 45-55; “The mechanism and regulation of chromosomal
V(D)J recombination”; Bassing CH, Swat W, Alt FW. Se han identificado dos tipos de elemento de RSS: una RSS de
una vuelta (12-RSS) y una RSS de dos vueltas (23-RSS). En la recombinacion VJ natural en el locus de cadena
ligera lambda, la recombinacion se efectda entre una RSS de dos vueltas que se encuentra 3’ de un lambda V y una
RSS de una vuelta que se encuentra 5 de un lambda J, estando las RSS en orientacién opuesta. En una
recombinacion de VJ natural en el locus de cadena ligera kappa, la recombinacion si efectiia entre una RSS de una
vuelta que se encuentra 3’ de un kappa V y una RSS de dos vueltas que se encuentra 5’ de un kappa J, estando las
RSS en orientacién opuesta. Por tanto, generalmente una RSS de dos vueltas es compatible con una RSS de una
vuelta en la orientacién opuesta.

Por tanto, los inventores han demostrado cémo (i) inactivar la expresién de cadena kappa endégena mediante la
insercién de segmentos génicos lambda humanos en el locus kappa; y (ii} como conseguir una expresién de region
variable lambda humana muy alta (proporcionando asi repertorios de cadena ligera (tiles para la seleccion frente a
un antigeno diana) - incluso en presencia de segmentos génicos V lambda y kappa endégenos. Por tanto, los
inventores han mostrado como eliminar significativamente (lambda) o eliminar totalmente (kappa) la competicién de
segmentos génicos V y por tanto la expresién de cadena ligera endégena mediante la insercion de al menos los
segmentos génicos lambda humanos funcionales comprendidos por BAC 1 y 2. En este ejemplo se consiguio
sorprendentemente un nivel muy alto de expresion de regién variable lambda humana (el 84% de las cadenas
lambda totales y las cadenas ligeras totales tal como se explicod anteriormente).

Ejemplo 2:

Expresion de regiones variables lambda humanas alta en ratones transgénicos que comprenden segmentos génicos
lambda humanos insertados en locus lambda endégeno

Se realizé una insercién de segmentos génicos lambda humanos del 1¢" y 22 IGL BAC la locus lambda de células
AB2.1 ES de ratén (Baylor College of Medicine) para crear un alelo de cadena ligera lambda denominado alelo L2
(Fig. 1). La secuencia humana insertada corresponde a la secuencia del cromosoma 22 humano desde la posicién
23064876 hasta la posicién 23327884 y comprende los segmentos génicos lambda funcionales VA2-18, VA3-16, V2-
14, VA3-12, VA2-11, VA3-10, VA3-9, VA2-8, VA4-3, VA3-1, JA1-CA1, JA2-CA2, JA3-CA3, JAB-CA6 y JA7-CA7. La
insercién se hizo entre las posiciones 19047551 y 19047556 en el cromosoma 16 de raton, que esta en el sentido de
5’ de la region CA de raton y entre EA4-10 y EA3-1 (es decir, dentro de 100 kb de los potenciadores de cadena ligera
endbgenos) tal como se muestra en la Figura 1. Los segmentos génicos VA y JA de ratén se conservaron en el locus,
inmediatamente en el sentido de 5’ del ADN lambda humano insertado. Los loci kappa de ratén se inactivaron para
impedir la expresién de cadena kappa. Se generaron ratones homocigoéticos para el locus L2 a partir de las células
ES usando procedimientos estandar.
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Usando un método similar al del ejemplo 1, se realiz6 un andlisis FACS de células B esplénicas a partir de los
homocigotos L2 para evaluar la expresion lambda frente a kappa y la expresion de lambda humano frente a lambda
de ratén en los ratones transgénicos.

Expresion de cadena ligera y analisis FACS

El analisis FACS de células B esplénicas en homocigotos L2 bajo el fondo inactivado de IGK (en los que se han
conservado segmentos génicos Vk y Jk) mostré sorprendentemente que la expresidon de CA humano predomina
enormemente en células B agrupadas como CA de ratén o humano tras el analisis FACS (CA de ratén:CA humano =
5:93 correspondiente a una relacién de 5 regiones variables lambda de ratén:93 regiones variables lambda
humanas, es decir, un 95% de regiones variables lambda humanas con referencia a las células B agrupadas - que
corresponde al 93% de células B totales) (Fig. 9A), lo que demuestra que los segmentos génicos IGA humanos
insertados dentro del locus IGA enddgeno puede superar la reorganizacién o expresion de segmentos génicos IGA
endbgenos.

Por tanto, los inventores han demostrado como conseguir una expresion de regién variable lambda humana muy alta
(proporcionando asi repertorios de cadena ligera Utiles para la seleccion frente al antigeno diana) - incluso en
presencia de segmentos génicos V lambda y kappa enddgenos. Por tanto, los inventores han mostrado cémo
eliminar significativamente la competicién de segmentos génicos V lambda endbgenos y por tanto la expresion de
cadena ligera lambda endégena mediante la insercién de al menos los segmentos génicos lambda humanos
funcionales comprendidos por BAC 1 y 2. En este ejemplo se consiguié sorprendentemente un nivel muy alto de
expresion de regién variable lambda humana (el 95% de las cadenas lambda totales y las cadenas ligeras totales tal
como se explicé anteriormente).

Estos datos indican que los ratones que portan alelos o bien P (ejemplo 1) o bien L (ejemplo 2) producidos mediante
la insercion dirigida de los segmentos génicos funcionales proporcionados por BAC1 y BAC2 pueden funcionar en la
reorganizacién y la expresion en células B maduras. Estos dos tipos de alelos son muy Utiles para proporcionar
ratones transgénicos que producen cadenas lambda Ig humanas para el descubrimiento de anticuerpos terapéuticos
y como herramientas de busqueda.

Ratones transgénicos de la divulgacién que expresan regiones variables lambda humanas desarrollan
compartimentos esplénicos normales

En el bazo, las células B se caracterizan como inmaduras (T1 y T2) y maduras (M) basandose en los niveles de
marcadores de la superficie celular, IgM y IgD. Las células T1 tienen un alto IgM y bajo IgD. Las células T2 tienen
niveles medios de ambos. Las células M tienen una IgM baja pero una IgD mala (figura 10). Véase también J Exp
Med. 5 de julio 1999;190(1):75-89; “B cell development in the spleen takes place in discrete steps and is determined
by the quality de B cell receptor-derived signals”; Loder F et al.

Usando métodos similares a los descritos en el ejemplo 3 mas adelante, se puntuaron las células B esplénicas de
los animales para la expresién de IgD y IgM usando FACS. Comparamos los ratones de control KA/KA (en los que
expresion de cadena kappa enddgena se ha inactivado, pero no la expresion de cadena lambda endbgena) con
ratones L2/L2;KA/KA (homocigotos L2). Los homocigotos L2 mostraron sorprendentemente compartimentos de
células B esplénicos comparables con los ratones control (Fig. 9B).

Ejemplo 3:
Evaluacién del desarrollo de células B e Ig en ratones transgénico de la divulgacion

Observamos una expresién de subtipo de Ig y un desarrollo de células B normales en ratones transgénicos de la
divulgacién que expresan anticuerpos con regiones variables de cadena pesada humanas sustancialmente en
ausencia de expresion de cadena pesada y capa endégena.

Usando células ES y los métodos de manipulacion genémica RMCE descritos anteriormente, se construyeron
ratones con combinaciones de los siguientes alelos de locus Ig:-

S1F/HA, +/KA = (i) S1F - el primer alelo de cadena pesada enddgeno tiene una insercion de ADN de locus de
cadena pesada humano, la regién VDJ de ratén endégena se ha inactivado mediante inversion y movimiento en el
sentido de 5’ en el cromosoma (véase la descripcion anterior, en la que este alelo se denomina S1™1); (ii) HA - el
segundo alelo de cadena pesada endbégeno se ha inactivado (mediante la insercibn de una secuencia de
interrupciéon endoégenay); (i) + - el primer alelo kappa enddgeno es un alelo kappa de tipo natural y (iv) KA - el
segundo alelo kappa enddgeno se ha inactivado (mediante la insercién de una secuencia de interrupcién endoégenay.
Esta disposicion codifica exclusivamente cadenas pesadas a partir del primer alelo de cadena pesada enddgeno.

S1F/HA, K2/KA = (i) K2 - el primer alelo kappa enddgeno tiene dos inserciones de ADN de locus de cadena kappa
entre el Jk endégeno mas 3’y el Ck de raton, proporcionando una insercion de 14 Vk y Jk1-Jk5 humanos; vy (i) KA -
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el segundo alelo kappa enddégeno se ha inactivado (mediante la insercion de una secuencia de interrupcion
endogena). Esta disposicion codifica exclusivamente cadenas pesadas que comprenden regiones variables
humanas y sustancialmente cadenas ligeras kappa del primer alelo kappa endégeno.

+/HA, K2/KA - esta disposicion codifica ratén cadenas pesadas y cadenas kappa humanas.

+/HA, +/KA - esta disposicién codifica cadenas pesadas y kappa de ratéon - los ratones solo producen cadenas
pesadas y ligeras de ratén.

En médula 6sea, las poblaciones progenitoras B se caracterizan basandose en sus marcadores superficiales, B220
y CD43. Las células PreProB portan configuracién IGH e IGK/L de linea germinal y tienen bajo B220 y alto CD43 en
su superficie celular. Las células ProB comienzan a iniciar la recombinacion de VDJ en el locus IGH y portan medios
de tanto B220 como CD43. Las células PreB portan un locus de VDJ IGH y comienzan a iniciar la reorganizacion de
VJ de cadena ligera, y tienen alto B220, pero bajo CD43. En bazo, las células B se caracterizan como inmaduras (T1
y T2) y maduras (M) basandose en los niveles de marcadores de la superficie celular, IgM y IgD. Las células T1
tienen un alto IgM y bajo IgD. Las células T2 tienen niveles medios de ambos de ellos. Las células M tienen bajo IgM,
pero alto IgD (figura 10). Véase también J Exp Med. 1 de mayo de 1991; 173(5): 1213-25; "Resolution and
characterization of pro-B and pre-pro-B cell stages in normal mouse bone marrow”; Hardy RR et al. y J Exp Med. 5
de julio de 1999; 190(1): 75-89; "B cell development in the spleen takes place in discrete steps and is determined by
the quality of B cell receptor-derived signals”; Loder F et al.

Los ratones transgénicos de la divulgacién desarrollan compartimientos esplénicos y BM normales
(@) Andlisis del compartimento esplénico

Para cada ratén, para obtener una suspension celular individual de bazo, el bazo se hizo pasar suavemente a través
de un colador celular de 30 um. Se resuspendieron células individuales en solucién salina tamponada con fosfato
(PBS) suplementada con suero de ternera fetal (FCS) inactivado por calor al 3%. Se afiadieron 5x10° células a tubos
individuales, se centrifugaron para eliminar el exceso de fluido y se resuspendieron en 100 pl nuevos de PBS + FCS
al 3%. A cada tubo individual se le afiadieron los siguientes anticuerpos: aloficocianina (APC) anti-B220/CD45R
(eBioscience, clon RA3-6B2), anticuerpo frente a receptor de IgD conjugado con ficoeritrina (PE) (eBioscience, clon
11-26) y anticuerpo frente a receptor de IgM conjugado con isotiocianato de fluoresceina (FITC) (eBioscience, clon
11/41).

Para la tincién de IgM frente a IgD, se usaron 5x10° células para cada tincién. A cada vial que contenia esplenocitos
se le afiadié un coéctel de anticuerpos que consistia en: anti-lgD (PE), anti-IlgM (FITC) y anti-B220/CD45R (APC). Las
células se incubaron a 6°C durante 15 minutos, se lavaron para eliminar el exceso de anticuerpos sin unir y se
analizaron usando un analizador de clasificacion celular activada por fluorescencia (FACS) de Miltenyi Biotech. Las
células B se controlaron como B220A-TC [gMALTO |gDBAC (eg decir, B220* IgM* IgD") para la poblacién T1, B220ALTO
IgMALTS |gDALTO (B220+ IgM* IgD*) para la poblacién T2 y B220A-TC |gMBAIO |gDALTO (B220+ IgM- IgD*) para la
poblacion M. Se calculd el porcentaje de células usando un sistema de control. Usamos controles para identificar y
definir subconjuntos de poblaciones celulares en graficos con escala logaritmica. Antes de aplicar los controles, se
usa un anticuerpo de tincién individual para cada fluorocromo para discriminar entre una poblacion positiva
(fluorocromo de alta intensidad) y negativa (ningun fluorocromo de intensidad detectable). Los controles se aplican
basandose en las intensidades de fluorocromo de la misma manera a todas las muestras. Las tinciones individuales
eran:

lgD-PE
lgM-FITC
B220-APC

Se controlaron los esplenocitos vivos usando una dispersién lateral (SSC) y una dispersion frontal (FSC). Dentro de
la poblacién controlada por SSC y FSC, se detect6 una subpoblacién de células positivas B220/CD45R (células B de
ratén) usando el fluorocromo APC. La poblacién B220/CD45R positiva individual se subdividié adicionalmente en
una célula que porta o bien isotiocianato de fluoresceina (FITC) de IgM o bien fluorocromo de IgD junto con
fluorocromo de FITC. El porcentaje de cada poblacién se calculé usando un sistema de control. Los compartimentos
de células B esplénicas en los ratones de la divulgacion son normales (es decir, equivalentes a los compartimentos
de ratones que expresan solo cadenas de anticuerpos de ratén).

(b) Analisis de progenitoras B de médula ésea

Para obtener una suspension celular individual a partir de médula ésea para cada raton, se lavaron el fémur y la tibia
con solucion salina tamponada con fosfato (PBS) suplementada con suero de ternera fetal (FCS) inactivado por
calor al 3%. Las células se hicieron pasar adicionalmente a través de un colador celular de 30 pm para eliminar
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trozos de hueco o agrupaciones celulares. Se resuspendieron las células en PBS fria suplementada con suero al
3%. Se afiadieron 2x10% células a tubos individuales, se centrifugaron para eliminar el exceso de tampén y se
resuspendieron en 100 pl nuevos de PBS + FCS al 3%. A cada tubo individual se le afiadieron los siguientes
anticuerpos: isotiocianato de fluoresceina (FITC) anti-leucosialina (CD43) (eBioscience, clon eBioR2/60) y
aloficocianina (APC) anti-B220/CD45R (eBioscience, clon RA3-6B2). Las células se incubaron en la oscuridad a 6°C
durante 15 minutos seguido de varios lavados con PBS nuevo+FCS al 3% para eliminar el anticuerpo sin unir. Las
células se analizaron usando un analizador de clasificacion celular activada por fluorescencia (FACS) de Miltenyi
Biotech. Se controlaron las células de médula ésea vivas usando una dispersion lateral (SSC) y una dispersion
frontal (FSC). Usamos controles para identificar y definir subconjuntos de poblaciones celulares en graficos con
escala logaritmica. Antes de aplicar los controles, se usa un anticuerpo de tincién individual para cada fluorocromo
para discriminar entre una poblacién positiva (fluorocromo de alta intensidad) y negativa (ningn fluorocromo de
intensidad detectable). Los controles se aplican basandose en las intensidades de fluorocromo de la misma manera
a todas las muestras.

Las tinciones individuales eran:
B220-APC
CD43-FITC

Dentro de la poblacion viva se identificé una poblacién doble de células positivas B220/CD45R y CD43 como células
pre-B, pro-B y pre-pro B. Los compartimentos de células B esplénicas en los ratones de la divulgacion son normales
(es decir, equivalentes a los compartimentos de ratones que expresan solo cadenas de anticuerpos de ratén).

Los ratones transgénicos de la divulgacién desarrollan una expresion de Ig normal
Cuantificacién de IgM y IgG de suero

Se recubrieron placas NUNC de 96 pocillos inicialmente con un anticuerpo de captura (anticuerpo Fab anti-ratén de
cabra a 1 pg/ml) durante la noche a 4°C). Las placas de IgG usaron anti-Fab, (M4155 Sigma) y las placas de IgM
usaron anti-Fab (OBT1527 AbD Serotec). Tras tres lavados con solucién salina tamponada con fosfato (PBS) que
contenia Tween20 al 0,1% v/v, las placas se bloquearon con 200 pl de PBS que contenia albimina sérica bovina
(BSA) al 1% p/v durante 1 hora a temperatura ambiente (TA). Las placas se lavaron tres veces tal como
anteriormente y entonces se afiadieron 50 pl de patrones (anticuerpos de isotipo de ratéon de control, IgG1 (M9269
Sigma), IgG2a (M9144 Sigma), IgG2b (M8894 sigma), IgM (M3795 Sigma) o muestras de suero diluidas en PBS con
BSA 0,1% a cada pocillo, y se incubaron durante 1 hora a TA. Tras lavar tres veces tal como anteriormente, se
afiadieron 100 pl de anticuerpo de deteccién (anticuerpo especifico de isotipo anti-ratdn de cabra-conjugado con
peroxidasa del rabano, 1/10000 en PBS con Tween al 0,1%) (IgG1 anti-ratén (STAR132P AbD Serotec), IgG2a anti-
ratébn (STAR133P AdD Serotec), IgG2b anti-ratén (STAR134P AbD Serotec) e IgM anti-ratén (ab97230 Abcam) a
cada pocillo y se incubaron durante 1 hora a TA. Las placas se lavaron tres veces tal como anteriormente y se
revelaron usando sustrato de tetrametilbencidina (TMB, Sigma) durante 4-5 minutos en la oscuridad a TA. El
revelado se detuvo afiadiendo 50 pl/pocillo de acido sulfurico 1 M. Las placas se leyeron con un lector de placas
Biotek Synergy HT a 450 nm.

Conclusion:

L inversion de Vu-D-Jn endogenos tras la insercién de IGH BAC humano da como resultado la inactivacién de la
reorganizaciéon de Vu endbégeno a D-Ju humano insertado. Los inventores observaron, sin embargo, que
sorprendentemente la inactivacion de la expresion de cadena pesada enddégena no cambia la relaciéon de células B
en el compartimento esplénico (Fig. 11) o el compartimento de progenitoras B de médula ésea (Fig. 12) y los niveles
de inmunoglobulina en suero son normales y se expresan los subtipos de Ig correctos (Fig. 13). Esto se mostré en
ratones que expresan regiones variables de cadena pesada humanas con cadenas ligeras de ratéon (Figs. 11A y
12A) asi como en ratones que expresan tanto regiones variables de cadena pesada humanas como regiones
variables de cadena ligera humanas (Figs. 11B y 12B). Estos datos demuestran que los segmentos génicos IGH
humanos insertados (una insercién de al menos los segmentos génicos Vi humanos Vu2-5, 7-4-1, 4-4, 1-3, 1-2, 6-1,
y todos los segmentos génicos D y Ju humanos D1-1, 2-2, 3-3, 4-4, 5-5, 6-6, 1-7, 2-8, 3-9, 5-12, 6-13, 2-15, 3-16, 4-
17, 6-19, 1-20, 2-21, 3-22, 6-25, 1-26 y 7-27; y J1, J2, J3, J4, J5 y J6) son totalmente funcionales en el aspecto de
reorganizacioén, sefializacion de BCR y maduracién de células B. La funcionalidad se conserva también cuando se
insertan segmentos génicos VJ de cadena ligera humanos para proporcionar cadenas ligeras transgénicas, segun la
insercién usada para crear el alelo K2. Esta insercion es una insercién que comprende los segmentos génicos
humanos Vk2-24, Vk3-20, Vk1-17, Vk1-16, Vk3-15, Vk1-13, Vk1-12, Vk3-11, Vk1-9, Vk1-8, Vk1-6, Vk1-5, Vk5-2,
Vk4-1, Jk1, Jk2, Jk3, Jk4 y Jk5. Mas del 90% de los anticuerpos expresados por los ratones S1F/HA; K2/KA
comprendian regiones variables de cadena pesada humanas y regiones variables de cadena ligera kappa humanas.
Estos ratones son, por tanto, muy Utiles para la selecciéon de anticuerpos que tienen regiones variables humanas que
se unen especificamente a antigeno humano tras la inmunizacién de los ratones con tal antigeno. Tras el
aislamiento de un anticuerpo de este tipo, el experto en la técnica puede reemplazar las regiones constantes de
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ratébn por regiones constantes humanas usando técnicas convencionales para llegar a anticuerpos totalmente
humanos que son Utiles como candidatos de farmaco para su administraciéon a humanos (opcionalmente tras una
mutacién o adaptacién para producir un derivado adicional, por ejemplo, con potenciamiento o inactivacion de FC o
tras conjugacién con una carga téxica o un indicador o una etiqueta u otro radical activa).

Se llevo a cabo un experimento adicional para evaluar los niveles de IgG y IgM y las proporciones relativas en
ratones transgénicos de la divulgacién que expresan anticuerpos que tienen regiones variables pesadas vy ligeras
(kappa) humanas (ratones S1F/HA, K2/KA; n=15). Estos se compararon frente a 12 ratones que expresan solo
cadenas de anticuerpos de raton (+/HA, +/KA (n=6) y ratones de tipo silvestre (WT; n=6)). Los resultados se tabulan
a continuacion (tabla 19) y se muestran en la Figura 14.

Puede verse que los ratones de la divulgacion, en los que esencialmente todas las regiones variables de cadena
pesada son regiones variables de cadena pesada humanas, expresaban proporciones normales de los subtipos IgM
e lgG, y también la IgG total en relaciéon con la IgM era normal.

Tabla 19:

lgG1 lgG2a lgG2b IigM IgG + IgM total
ST (ug/ml) (hg/ml) (hg/ml) (hg/ml) (hg/ml)
SIFHA Koka | 305 38,3 49,9 17 2244 |18 3431
@’55&9&‘/’“ 1036 | 1812 |856 19 3517 | 1,10 7221
QYSE/J,QKL?KA 1914 | 4566 | 3833 111 6432 | 1,12 16746
QVSEEOKL?KA 53,6 3844 | 2497 113 4271 | 114 11147
Q"SE:%‘;KA 87,3 1670 | 125,7 115 4221 | 1,16 8021
gﬂSE:Okg/KA 55,4 1772 | 956 117 2957 |1,18 6239
Q"F(fﬁi,zg/m 61,1 56,3 111,4 119 2458 | 1,20 4745
Q"F(fﬁiﬂg/m 714 70,7 80,5 121 5854 |1,22 8080
Q"F(fﬁiﬂg/m 65,4 1487 | 1874 123 2554 |1,24 657,0
Siena koka | 800|586 | 1505 125 2948 | 126 5619
QYISEA?QS/KA 101,2 | 2005 | 2698 127 1441 | 128 7157
A koA | 1245|1175 | 2488 129 1832 | 130 6719
oA Koka | 583 | 1742|131 1162 | 1,32 2181 |133 5668
Q"SEK‘QS/KA 51,9 46,5 27,9 134 2222 |1,35 3486
EVSEK‘@KA 11,5 54,2 48,5 136 1944 | 1,37 3086
KMCB191e +/HA | 2330 | 67 465,6 138 4209 |1,39 11263
KMCBI9ATHA, | 1543 | 46 610,2 140 4357 | 1,41 12048
KMOBI9ANHA | 1135 | 1.1 246,8 142 3746 |143 7360
5“&2820'1“/"”*’ 5610 | 4,3 614,3 144 4821 | 145 1661,7
KMCB13 10 +/HA | 4393 | 17,1 584, 1 146 1969 | 1,47 12373
KMCB14-10 +HA. | 93,4 13 112,0 148 1068 | 149 3136
KMWT 13cWT | 2129 | 1552 | 1046 150 2337 | 1,51 7064
KMWT 1.3dWT | 297.1 | 203.2 | 144.6 152 248.6 | 1,53 893.5
KMWT 1.3e WT | 1434 | 1742 | 619.1 154 251.8 | 1,55 11882
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lgG1 lgG2a lgG2b lgM IgG + IgM total
(ug/ml) | (g/ml) | (ug/mi) (ug/ml) (ug/ml)
KMWT 1.3f WT 218,8 86,8 256,1 1,66 2948 | 1,67 8564
KMWT 1.3b WT 150,2 114,2 114,7 1,68 2256 | 1,59 604,7
KMWT 3.1e WT 125,9 335,5 174,6 1,60 2489 | 1,61 8849
Ejemplo 4:

Evaluacion de la relacion de kappa:lambda y compartimentos de células B esplénicas en ratones transgénicos de la
divulgacion

Se obtuvieron ratones que comprenden los siguientes genomas.
WTMT = tipo silvestre;
KA/KA = cada alelo kappa endégeno se ha inactivado; y los loci lambda endégenos se dejan intactos;

K3F/K3F = cada alelo kappa endégeno tiene tres inserciones de ADN de locus de cadena kappa entre los Jk mas
endogenos 3’ y el Ck de ratén, proporcionando la insercién de los segmentos génicos V humanos Vk2-40, Vk1-39,
Vk1-33, Vk2-30, Vk2-29, Vk2-28, Vk1-27, Vk2-24, Vk3-20, Vk1-17, Vk1-16, Vk3-15, Vk1-13, Vk1-12, Vk3-11, Vk1-9,
Vk1-8, Vk1-6, Vk1-5, Vk5-2 y Vk4-1 y los segmentos génicos J humanos Jk1, Jk2, Jk3, Jk4 y Jk5 (los segmentos
génicos V humanos estando 5’ de los segmentos génicos J humanos); cada VJ kappa enddgeno se ha inactivado
mediante inversién y movimiento en el sentido de 5’ en el cromosoma; y los loci lambda endégenos se dejan
intactos;

L2/L2 = tal como se describe en Ejemplo 2 (homocigotos L2 en los que se ha insertado un ADN de regién variable
lambda humano en los loci lambda endégenos; los loci kappa enddgeno se dejan intactos);

L2/L2;KA/KA = como L2/L2, pero los alelos kappa enddgenos se han inactivado (mediante la insercién de una
secuencia de interrupcion endégena=KA);

L3/L3;KA/KA = como L2/L2;KA/KA, pero suplementado con una tercera insercién de ADN de regién variable lambda
humana 5 de la segunda insercién de ADN lambda en los loci lambda endégenos de modo que los siguientes
segmentos génicos lambda humanos se insertan entre el JA mas endogeno 3’ y el CA de raton: los segmentos
génicos V humanos VA3-27, VA3-25, VA2-23, VA3-22, VA3-21, VA3-19, VA2-18, VA3-16, VA2-14, VA3-12, VA2-11,
VA3-10, VA3-9, VA28, VA4-3 y VA3-1, los segmentos génicos J y C humanos JA1-CA1, JA2-CA2, JA3-CA3, JAB-CAG y
JA7-CA7 (también se incluyeron los segmentos no funcionales JA-CA4, JA5-CA5), proporcionando asi una insercion
correspondiente a las coordenadas 22886217 a 23327884 del cromosoma 22 humano insertadas inmediatamente
tras la posicion 19047551 en el cromosoma 16 de ratén;

S3F/HA;KA/KA;L3/L3 = el primer alelo de cadena pesada endégeno tiene tres inserciones de ADN de regién variable
de cadena pesada humano entre el Ju mas endégeno 3’ y el Ey, proporcionando la insercién de los segmentos
génicos humanos Vu2-26, Vu1-24, Vu3-23, Vu3-21, Vu3-20, Vu1-18, Vu3-15, Vu3-13, VH3-11, Vu3-9, Vu1-8, VH3-7,
VH2-5, Vu7-4-1, Vud-4, Vu1-3, Vu1-2, Vu6-1, D1-1, D2-2, D3-9, D3-10, D4-11, D5-12, D6-13, D1-14, D2-15, D3-16,
D4-17, D5-18, D6-19, D1-20, D2-21, D3-22, D4-23, D5-24, D6-25, D1-26, D7-27, Ju1, Ju2, Ju3, Jnd, Ju5 y JH6 (en el :
segmentos génicos V humanos, segmentos génicos D humanos y segmentos génicos J humanos); la secuencia
VDJ de cadena pesada enddgena se ha inactivado mediante inversidon y movimiento en el sentido de 5 en el
cromosoma; y los loci lambda enddgenos se dejan intactos; el segundo alelo de cadena pesada endégeno se ha
inactivado mediante la insercién de una secuencia de interrupcion enddégena = HA); los alelos kappa enddgenos se
han inactivado (=KA/KA); y los alelos lambda endégenos se han modificado mediante la inserciéon de ADN de region
variable lambda humano (=L3/L3);

P2/WT = alelo P2 (ADN de regi6n variable lambda humano tal como se describe en el ejemplo 1) en un locus kappa
endogeno; el otro locus kappa enddgeno se deja intacto; ambos loci lambda endégenos se dejan intactos;

P2/P2 = véase el ejemplo 14; ambos loci lambda end6genos se dejan intactos;

P2/K2 = alelo P2 en un locus kappa endogeno; teniendo el otro locus kappa endégeno dos inserciones de ADN entre
el Jk mas endogeno 3’ y el Ck de ratén, proporcionando la insercién de los segmentos génicos V humanos Vk2-24,
Vk3-20, Vk1-17, Vk1-16, Vk3-15, Vk1-13, Vk1-12, Vk3-11, Vk1-9, Vk1-8, Vk1-6, Vk1-5, Vk5-2 y Vk4-1 y los
segmentos génicos J humanos Jk1, Jk2, Jk3, Jk4 y Jk5 (los segmentos génicos V humanos estando 5 de los
segmentos génicos J humanos); ambos loci lambda endégenos se dejan intactos;

P3/K3F = como un locus kappa enddgeno que tiene una insercién entre los siguientes segmentos génicos lambda
humanos se insertan entre el Jk mas endogeno 3’ y el Ck de ratén, proporcionando la insercién de los segmentos
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génicos V humanos VA3-27, VA3-25, VA2-23, VA322, VA3-21, VA3-19, VA2-18, VA3-16, VA2-14, VA3-12, VA2-11, VA3-
10, VA3-9, VA2-8, VA4-3 y VA3-1, los segmentos génicos J y C humanos JA1-CA1, JA2-CA2, JA3-CA3, JAB-CAB y JA7-
CA7 (también se incluyeron los segmentos no funcionales JA4-CA4, JA5-CA5), proporcionando asi una insercion
correspondiente a las coordenadas 22886217 a 23327884 del cromosoma 22 humano insertado inmediatamente
tras la posicion 70674755 en cromosoma 6 de raton; teniendo el otro locus kappa endégeno el alelo K3F descrito
anteriormente (segmentos génicos kappa V y J humanos insertados); ambos loci lambda endégenos se dejan
intactos;

P2/P2; L2/WT = Como P2/P2 pero en el que un locus lambda endégeno tiene el alelo L2 (segmentos génicos V y J
lambda humanos insertados) y el otro locus lambda enddgeno es de tipo silvestre; y

P2/P2; L2/L2 = homocigotico para alelos P2 y L2 en loci kappa y lambda enddgenos respectivamente.

Se llevé a cabo un analisis FACS de células B esplénicas (tal como se describié anteriormente) y se determinaron
proporciones de expresion de cadena ligera. También determinamos las proporciones de T1, T2 y células B
esplénicas maduras (M) y las comparamos con ratones de tipo silvestre, con el fin de evaluar si obtuvimos
compartimentos de células B esplénicos normal en los ratones transgénicos o no. Los resultados se muestran en las
tablas 20 y 21. También evaluamos la proporciéon de células positivas B220 como indicacién de la proporcion de
células B en las muestras de células esplénicas.
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Conclusiones

Como se demuestra mediante L2/L2;KA/KA y L3/L3;KA/KA, las inserciones de ADN de regién variable lambda
humano en el locus lambda endégeno (con una inactivacion kappa enddgena) presentaban una expresion
predominante de cadenas ligeras que portan regiones variables lambda humanas (indicado mediante la expresion
de cadenas CA-positivas a alrededor del 93%). Esto se produce sorprendentemente aunque esta todavia presente
ADN de region variable lambda de ratén endogeno, indicando que el ADN de regién variable lambda humano
insertado puede superar la reorganizacion de IGA endégeno.

Ademas, los ratones que tienen los segmentos génicos V y J humanos presentes en la insercion L3 homocigotica
producen células B (células positivas B220) a una proporcién que es similar al tipo silvestre y adicionalmente
producen una proporcioén o un porcentaje normal de células B esplénicas maduras (es decir, similar al tipo silvestre).
Esto se confirma no solo mediante los ratones L3/L3;KA/KA, sino que se observé también para
S3F/HA;KA/KA;L3/L3, que comprende también un locus IgH (humano-ratén) quimérico.

Ademas, observamos que los ratones que tienen los segmentos génicos V y J humanos presentes en la insercion
K3F homocigoética producen células B (células positivas B220) en una proporcién que es similar al tipo silvestre y
adicionalmente producen una proporcién o un porcentaje normal de células B esplénicas maduras (es decir, similar
al tipo silvestre).

Los ratones que tienen los segmentos génicos V y J humanos presentes en la insercién P2 homocigoética en el locus
kappa endbégeno mostraron una alta expresién de cadenas ligeras que comprenden regiones variables lambda
humanas (tal como se indica mediante una proporcion observada del 76%). Podriamos sesgar a un porcentaje
global incluso mayor combinando la insercién de segmentos génicos V y J lambda humanos en ambos loci kappa y
lambda endbgenos (véase P2/P2; L2/WT a alrededor del 94% y P2/P2; L2/L.2 a alrededor del 95%). Ademas, los
ratones que comprenden la disposicién de segmentos génicos V y J humanos de P2/P2; L2/L2 producen una
proporcion o un porcentaje normal de células B esplénicas maduras (es decir, similar al tipo silvestre).

Cuando se insertaron segmentos génicos V y J lambda humanos en un locus kappa endégeno y el otro locus kappa
endbégeno comprendia una insercién de segmentos génicos V y J kappa humanos, obtuvimos ratones que podrian
expresar cadenas ligeras que comprenden regiones variables lambda y también cadenas ligeras que comprenden
regiones variables kappa. Sorprendentemente se observé que podiamos aumentar la proporcion de cadenas ligeras
que comprenden regiones variables lambda por encima de lo visto en un ratén de tipo silvestre en el que solo el 5%
o menos de cadenas ligeras comprenden normalmente regiones variables lambda. Observamos una proporcion de
alrededor del 22% para el genotipo P2/K2 y alrededor del 31% para el genotipo P3/K3F. La proporcién observada
con el Ultimo genotipo se aproxima a la vista en un humano en el que normalmente alrededor del 60% de las
cadenas ligeras comprenden regiones variables kappa y alrededor del 40% de las cadenas ligeras comprenden
regiones variables lambda. También en los casos P2/K2 y P3/K3F, los ratones produjeron una proporcion de células
B normal en comparacion con ratones de tipo silvestre. Ademas, los ratones que comprenden la disposicién de
segmento génicos V y J humanos de P3/K3F produce una proporcién o un porcentaje normal de células B
esplénicas maduras (es decir, similar al tipo silvestre).

Ejemplo 5:

Se generaron ratones que comprendian los alelos IgH especificos listados en la tabla 3; y los alelos IgL especificos
listados en las tablas 10 u 11. Los ratones se inmunizaron con antigenos diana y se aislaron anticuerpos especificos
de antigeno. Los anticuerpos se evaluaron para la especificidad de unién, maduracién (es decir, el grado de
mutacion de unién y somatica frente a secuencias de segmento génico de linea germinal) y cinética de unién.
También se obtuvieron células B correspondientes y en algunos casos se produjeron hibridomas que expresan los
anticuerpos seleccionados.

Los anticuerpos seleccionados se resumen en la tabla 22. La cinética de unién de algunos de estos se determing tal
como sigue.

Determinacién de la cinética de unién

Se cred una superficie de captura de IgG anti-ratén en un chip GLM Biosensor™ mediante acoplamiento de amina
primaria usando IgG anti-raton de GE Healthcare (BR-1008-38). Los anticuerpos de prueba tal como se exponen en
la tabla 22 se capturaron en esta superficie y el respectivo antigeno se hizo pasar sobre el Ab capturado a las
concentraciones indicadas. Se us6 una inyeccion de tampén (es decir 0 nM de antigeno) para una referencia doble
de las curvas de unidn, y los datos se ajustaron al modelo 1:1 inherente al software de analisis ProteOn XPR36™.
La regeneracion de la superficie de captura se llevo a cabo usando glicina10 mM, pH 1,7. El ensayo se ejecuté a
25°C y usando HBS-EP como tampén de ejecucién.

Diana 1: una proteina humana de multiples subunidades
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Diana 2: una citotoxina bacteriana

Diana 3: una proteina humana de multiples subunidades diferente
Diana 4: una proteina expresada como proteina transmembrana en células humanas
Diana 1 Acm1.1

Concentracion individual de DIANA 1 (256 nM), captura anti-ratén
ka kd KD

3,85E+05 3,22E-05 83 pM

(Afinidad aparente desde la diana de miltiples subunidades)
Diana 2 Acm2.1

DIANA 2 a 256, 64, 16, 4 y 1 nM; resultados de 3 experimentos:-
Experimento 1:

ka kd KD

1,40E+04 1,83E-05 1,300 nM

Experimento 2:

ka kd KD

2,76E+04 3,23E-05 1,170

Experimento 3:

No pudo resolverse la constante de disociacion - lo que indica una unién extremadamente estrecha mas alla de

limites detectables.

Diana 3 Acm3.1

DIANA 3 a 256, 64, 16,4y 1 nM

ka kd KD

4,00E+05 2,34E-04 0,59 nM

(Afinidad aparente desde la diana de miltiples unidades)
Diana 3 Acm3.2

DIANA 3 a 256, 64, 16,4y 1 nM

ka kd KD

3,86E+05 2,57E-04 0,67

(Afinidad aparente desde la diana de miltiples unidades)
Diana 3 Acm3.3

DIANA 3 a 256, 64, 16,4y 1 nM

ka kd KD

Incapaz de resolver la constante de disociacion, unién extremadamente estrecha

(Afinidad aparente desde la diana de miltiples unidades)
47



10

15

ES 2993 142T3

En conclusién, la presente invencién proporciona anticuerpos madurados por afinidad in vivo con dominios variables
humanos que pueden expresarse en sistemas in vivo, y que se unen especificamente a antigenos diana con
afinidades, constantes de asociacion y de disociacion muy buenas. Por tanto, la invencion proporciona anticuerpos
que son Utiles para la medicina humana, asi como vertebrados no humanos, células (por ejemplo, células B e
hibridomas) para producir tales anticuerpos.

Ejemplo 6:

Las lineas S (pesada), K (kappa en locus kappa), L (lambda en locus lambda) y P (lambda en locus kappa) usadas
para generar los datos en los ejemplos usaron los alelos de las tablas 1 a 18 y demostraron que tales colecciones de
alelos pueden producir los resultados sorprendentes mostrados (por ejemplo, buenos compartimentos de células B,
expresion de region V lambda humana alta, relacién de lambda:kappa deseable en un ratén y repertorio normal de
isotipos IgH). Los anticuerpos aislados se basaban todos en los alelos listados en la tabla 1 a 18 anteriores. Todos
tenian dominios V con mutacién de patrén AID y TdT de ratén.
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Secuencias para ejemplos de segmentos génicos segun la invencién se exponen a continuacion.

IGLC7*01
ggtcagcccaaggctgccccctcggtcactcetgticccaccctectectgaggagcettcaa
gccaacaaggccacactggtgtgtctcgtaagtgacttctacccgggagecgtgacagtg
gcctggaaggcagatggcagecccgtcaaggtgggagtggagaccaccaaaccctccaaa
caaagcaacaacaagtatgcggccagcagctacctgagcectgacgeccgagcagtggaag
tcccacagaagctacagctgccgggtcacgcatgaagggagcaccgtggagaagacagtg
gcccctgecagaatgcetcet

IGLJ7*01

tgctgtgttcggaggaggcacccagcetgaccgtecteg

IGLC6*01
ggtcagcccaaggcetgecccateggteactcetgtticececgecctectectgaggagcettcaa
gccaacaaggccacactggtgtgcctgatcagtgacttctacccgggagcetgtgaaagtg
gcctggaaggcagatggcagcecccgtcaacacgggagtggagaccaccacaccctccaaa
cagagcaacaacaagtacgcggccagcagctacctgagcectgacgectgagcagtggaag
tcccacagaagctacagcetgccaggtcacgcatgaagggagcaccgtggagaagacagtg
gceccctgecagaatgttca

IGLC6*04
gtcagcccaaggctgecccatcggtcactctgttcccgecctectctgaggagceticaag
ccaacaaggccacactggtgtgcctgatcagtgacttctacccgggagcetgtgaaagtgg
cctggaaggcagatggcagcecccgtcaacacgggagtggagaccaccacaccctccaaac
agagcaacaacaagtacgcggccagcagctagctacctgagcectgacgcectgagcagtgg
aagtcccacagaagctacagttgccaggticacgcatgaagggagcaccgtggagaagaca
gtggcccctgcagaatgctct

IGLJ6*01

taatgtgttcggcagtggcaccaaggtgaccgtcctcg

IGLC3*03
ggtcagcccaaggctgccccctcggtcactcetgticccaccctectectgaggagcettcaa
gccaacaaggccacactggtgtgtctcataagtgacttctacccgggagecgtgacagtg
gcctggaaggeagatagcagcecccgtcaaggegggagtggagaccaccacaccctccaaa
caaagcaacaacaagtacgcggccagcagctacctgagcectgacgcectgagcagtggaag
tcccacaaaagctacagctgccaggtcacgcatgaagggagcaccgtggagaagacagtg
gcccctacagaatgttca

IGLJ3*02

ttgggtgttcggcggagggaccaagctgaccgtcctag
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IGLC2*02
ggtcagcccaaggctgeccccteggtecactetgttceegecctectetgaggagcettcaa
gccaacaaggccacactggtgtgtctcataagtgactictacccgggagecgtgacagtg
gcctggaaggeagatagcagecccgtcaaggegggagtggagaccaccacaccctccaaa
caaagcaacaacaagtacgcggccagcagctatctgagectgacgectgagecagtggaag
tcccacagaagctacagctgccaggtcacgcatgaagggagcaccgtggagaagacagtg
gcccctacagaatgttca

IGLJ2*01

tgtggtattcggcggagggaccaagctgaccgtectag

IGLC1*02
ggtcagcccaaggccaacccecactgtcactetgttccegecctectetgaggagetecaa
gccaacaaggccacactagtgtgtctgatcagtgactictacccgggagcetgtgacagtg
gcctggaaggceagatggcagecccgtcaaggegggagtggagaccaccaaacccticcaaa
cagagcaacaacaagtacgcggccagcagctacctgagectgacgeccgageagtggaag
tcccacagaagctacagctgecaggtcacgecatgaagggagecaccegtggagaagacagtg
gcccctacagaatgttca

IGLJ1*01

ttatgtcttcggaactgggaccaaggtcaccgtectag

IGLV3-1*01
gatccgtggectectatgagcetgactcagecaccctecagtgteecgtgtccccaggacagacagecage
atcacctgctctggagataaattgggggataaatatgcttgctggtatcagcagaagceca
ggccagtcccctgtgetggtcatctatcaagatagcaageggcecctcagggateeetgag
cgattctctggctccaactctgggaacacagcecactctgaccatcagecgggacccaggcet
atggatgaggctgactattactgtcaggcgtgggacagcagcactgca

IGLV4-3*01
ctgcctgtgetgactcagecccecgtetgeatctgecttgetgggagectcgatcaagetcace
tgcaccctaagcagtgagcacagcacctacaccatcgaatggtatcaacagagaccaggg
aggtccccccagtatataatgaaggttaagagtgatggcagccacagcaagggggacggg
atccccgatcgcttcatgggcetccagtictggggcetgaccgcetacctcaccttctccaac
ctccagtctgacgatgaggctgagtatcactgtggagagagccacacgattgatggccaa
gtcggttgage

IGLV2-8*01
cagtctgccctgactcagcecteectccgegtecgggtetectggacagtcagtcaccatctcctgecactgga
accagcagtgacgttggtggttataactatgtctcctggtaccaacagcacccaggecaaa
gcccccaaactcatgatttatgaggtcagtaagecggecctcaggggtecctgategette
tctggctccaagtctggcaacacggcectecctgaccgtcetctgggetccaggetgaggat

gaggctgattattactgcagctcatatgcaggcagcaacaatttc
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IGLV3-9*01
tcctatgagctgactcagcecactctcagtgtcagtggecctgggacagacggcecaggattace
tgtgggggaaacaacattggaagtaaaaatgtgcactggtaccagcagaagccaggcecag
gcccctgtgetggtcatctatagggatagcaaccggceccictgggateccctgagegattc
tctggctccaactcggggaacacggecaccctgaccatcagcagagcccaagecggggat
gaggctgactattactgtcaggtgtgggacagcagcactgca
IGLV3-10*01
tcctatgagctgacacagecaccctcggtgtcagtgtccccaggacaaacggecaggatcace
tgctctggagatgcattgccaaaaaaatatgcttattggtaccagcagaagtcaggecag
gcccctgtgetggtcatctatgaggacagcaaacgaccctccgggatccctgagagattc
tctggctccagcetcagggacaatggecaccttgactatcagtggggeccaggtggaggat
gaagctgactactactgttactcaacagacagcagtggtaatcatag
IGLV2-11*01
cagtctgccctgactcagcectegetcagtgtecegggtetectggacagtcagtcaccatctee
tgcactggaaccagcagtgatgttggtggttataactatgtctcctggtaccaacagecac
ccaggcaaagcccccaaactcatgatttatgatgtcagtaagcggecctcaggggtcecect
gatcgcttctetggetccaagtetggcaacacggecteectgaccatetetgggetecag
gctgaggatgaggctgattattactgetgetcatatgcaggcagcetacactttc
IGLV3-12#02
tcctatgagctgactcagccacactcagtgtcagtggeccacagcacagatggccaggatcace
tgtgggggaaacaacattggaagtaaagctgtgcactggtaccagcaaaagccaggcecag
gaccctgtgctggtcatctatagecgatagcaaccggecctcagggatcecctgagegattc
tctggctccaacccagggaacaccgcecaccctaaccatcagcaggatcgaggetggggat
gaggctgactattactgtcaggtgtgggacagtagtagtgatcatcc
IGLV2-14*01
cagtctgccctgactcagcectgcecteegtgtetgggtetectggacagtcgatcaccatctee
tgcactggaaccagcagtgacgttggtggttataactatgtctcctggtaccaacagcac
ccaggcaaagcccccaaactcatgatttatgaggtcagtaatcggecctcaggggtttet
aatcgcttctctggcetccaagtctggecaacacggcectecctgaccatetetgggetccag
gctgaggacgaggctgattattactgcagctcatatacaagcagcagcactctc
IGLV3-16*01
tcctatgagctgacacagcecacccteggtgtcagtgtccctaggacagatggccaggatcace
tgctctggagaagcattgccaaaaaaatatgcttatiggtaccagcagaageccaggecag
ttcectgtgetggtgatatataaagacagcgagaggcecctcagggatcectgagegattc
tctggctccagetcagggacaatagtcacattgaccatcagtggagtccaggcagaagac
gaggctgactattactgtctatcagcagacagcagtggtacttatcc
IGLV2-18*01
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cagtctgccctgactcagcecteccteegtgtcegggtetectggacagtcagtcacceatetee
tgcactggaaccagcagtgacgttggtagttataaccgtgtctcetggtaccagcagecce
ccaggcacagcccccaaactcatgatitatgaggtcagtaatcggecctcagggatecect
gatcgcttctctgggtccaagtctggcaacacggcecteectgaccatctetgggetccag
gctgaggacgaggctgattattactgcagcttatatacaagcagcagceacitttc
IGLV3-19*01
tctictgagcetgactcaggaccctgctgtgtetgtggecttgggacagacagtcaggatcaca
tgccaaggagacagcctcagaagctattatgcaagetggtaccagcagaagccaggacag
gcccctgtacttgtcatctatggtaaaaacaaccggcecctcagggatcccagaccgattc
tctggctccagetcaggaaacacagcticcttgaccatcactggggetcaggeggaagat
gaggctgactattactgtaactcccgggacagcagtggtaaccatct

IGLV3-21*01
tcctatgtgetgactcagecaccctcagtgtcagtggecccaggaaagacggecaggattace
tatgggggaaacaacattggaagtaaaagtgtgcactggtaccagcagaagecaggecag
gcccctgtgetggteatctattatgatagegaccggecctcagggatcectgagegattc
tctggcetccaactctgggaacacggcecaccctgaccatcagcagggtcgaagecggggat
gaggccgactattactgtcaggtgtgggacagtagtagtgatcatce

IGLV3-21*d01
tcctatgtgetgactcagecaccctcagtgtcagtggeccccaggaaagacggecaggattace
tgtgggggaaacaacattggaagtaaaagtgtgcactggtaccagcagaagccaggccag
gcccctgtgetggtcatctattatgatagcgaccggecctcagggatccctgagegattc
tctggctccaactctgggaacacggecaccectgaccatcagcagggtcgaagecggggat
gaggccgactattactgtcaggtgtgggatagtagtagtgatcatce

IGLV3-22*d01
tcctatgagctgacacagctacceeteggtgtcagtgtccccaggacagaaagecaggatcace
tgctctggagatgtactggggaaaaattatgetgactggtaccagcagaagecaggecag
gtctgatatacgagttggtgatatacgaagatagtgagcggtaccctggaatccectgaac
gattctctgggtccacctcagggaacacgaccaccctgaccatcagcagggtectgaccg
aagacgaggctgactattactgtttgtctgggaatgaggacaatcc

IGLV3-22*01
tcctatgagctgacacagctacccteggtgtcagtgtccccaggacagacagecaggatcace
tgctctggagatgtactgggggaaaattatgctgactggtaccagcagaagceccaggecag
gcccctgagttggtgatatacgaagatagtgageggtaccctggaatccctgaacgattc
tctgggtccacctcagggaacacgaccaccctgaccatcagcagggtectgaccgaagac
gaggctgactattactgtttgtctggggatgaggacaatcc

IGLV2-23*d02

cagtctgcectgactcagectgecteegtgtetgggtetectggacagtegatcaccatctee
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goaciggasceagosgigaigtianigaiisiaactaigictaciggisccagcagoas
e:-caggx:aaagcccmsaacziﬁaigaﬁétaﬁg totcegisagegoocicaguasiting
aategeticiciagoincaagintggoaacacggontonctpacaainicligagetocag
arigsgnscoananigaiattactycgeticetsigesgytagtageacttic
IGEVE-3302
cagictgocoigacstcagenigecioogintctagnainicoiggacagicgaicaceaittos
geactgascoagragizalginggagtiataacotigiciectiantaccascageas
SoaggolsagrcsotAsackalgatttsigsauicactssgogaccsioaygiyiict
astegaliciciggeineaagictpgosscasggortcostianssiniotgaactacag
goiiRguscganscstiiattacigoigoitstigoagutsgiagoactite
HETRPC T
{ceigigagoigacacannsacnaiog th\wag‘igtg
SoRGUstagacagcesggaicaciguicincagsigealigocssagrantalgoiiat
O CCANCANEANCCANNCCANaD ccamtg tomigatataizasgacaioagans
ercicaRgogscotigagegaticivigortocagoitagoaacaacagicacaiigace

gicagiggagiocagacagasgacyanpoigactatiacingivasicagcaganaguagt

woiatgagrisigeageracosicaatatoagigioe
SragacagacgEctaggaitaccigoitiggagsigratigecaasgo aatatgottat

=
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O

coicagouatsocigagogatinicipaciccagricagaaosscagicacgiigan
srsgiprRgiccapurasaagaigaggaigsciaiiactaicanteasgoagacagoagt
sataciates

GLY 327

foolatgagigacaEagy

Stnciragipicagigheloc IR aRICAQCCRNNRInE0T
igoicagoageinisciggoagsasasialgoicoptngticoageagasgocaggocay
ceotigigcipaigatiiataasgacantgagugaccoiagguateactosgogatic
fregaciocagricagrosccacagicacriigaceateagonunpoecagatigagest

ganacigacistiscigtactoipogoctpacasnaatnt

IGLV 380 Homo saplens
cagictgtgcigacicagesacaciaggigicigaagecnaeaggoagagagicaccatot
ceigiictogaageageiccaacaicggasstaatgoighaaadggtaccageageioos
sgaassgucicccaaactocteaictatistpgaigatoigotgeoatcagoanicicina
catticigqotecaagiciprsccicagoricssiggocateagiapantoragtong

',-r

sgnsigagecigatistiscipigrageaiggaatpaoaguoigaatagics
ELVS 3701 Homo saplans
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capregigetgastnageeaeitcolosicognatoionty

e

Jagantuogoragastes

cotgoacsitgoccagigacaicastoiiptagriacaacatatacigolancageagas
gocaguaancosiccaggisicicoiisctactacicanacitagalssguuecanans
fotagagtccrcageegsiicioipasionsaagstqoticageoastssagooatitac
teatolcogagotecagtetgagasigagacigaciattactaptataatiogocaagras
factict

FSLWVER-3S QY Homp sagiens
cageoigigeigacicagorascciecsticicagratletosiggageatcageragatica
cotgessctigogragiggosicastatigntacoiacagaatatacigiiascageagng

secaguuasteticeocggiateiccipagaiacanaicagaoitagaiaagoagosggye
ctagaglcoccagoagehiciciggatccaasgalgoticaaccaatgeaggotiitiac

Pk

teatciciggoctocagicigaagatgagacigactatiactgipeeattigalacagnag
HELA 1400 Homo saplens
cagtcigtgoigasgeageegesstoagiaictgoggecccagauoagagggicaccatat
colgracigggagtagciceassaioguoucaagitaigatptacacigatancageaget
lccaggascagersstagacicoicatcisiggtescageasicgoonoicagaygiceet
gaccasticitioortorsagicioncsetcagnciocatggoealonnlgoQaineagg
ﬁtﬁﬁﬂﬁ}ﬁit@&gq dnatiatactyecggtoctalgacagesgucipsgogtic
=HGLVT-A3 0 Y Homo sapians
sagacigtagtgactcagaagoecicacstgacigigiccacaggagagacagtoscioies
colglgoticesgeactggagesgicacnagtagiiactatecasaciygtiveageagas
colyacaageacecagaacacinatttstentiscasgraseagaegciociqoaccs
grecpgiicicanpgoicoctectigugsgeaaaneigencinacacioleaggigtgeags
clgaggacgsgucigagtsiiasigesigeistactatgotomigntoay

PGV A0 Harmo sapiens

SRR GUIERICRGUESCORICNo It EURCLLCOgRNnATagaaicanaaint

shigtie q\;mquwzmsmmgga Sotes tem;\taaaa%ggmc{:aga:&gcimn
coattcly ggut sainigoeacoticans a:tx@tggcm&@giwqn:si‘.aagm-::s
sugstcaggesisiincigipeeguatanonigacagontiganiggion
NGLYS-4B I3 Homo sapians
saggcigtgcigastesgogcticeateinigoatettctgaugoateagoeantatea
ootgeacctigeguagtiggestcaatgiioniacciacaggstataciggianoageagsa
gooagogastoicotcaginicicotgagaiscanatcagacicagsiaagtagcagugs
teiggsginrccspogatinioiogstcasagaipoicqoenaatgeanyyatitiac
steciggoctocsgivinsaosigagacigaataitaaipisigaiiinneacagesy
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Cgnting
M IGLVT-4EE Homo saglens
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be
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goneggticicagaetoesicotigagagtasagcigoecigacestiicaagiqogoags
ctaagoaigagaciganiatiscigatigctciociatagtagigcicgg

SHGLY 14701 Homo saplens

cagiciglgctgactagecasaeteages
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#HGLVEBEF
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ggccaccctcccaaactectatcctacaggaataacaaccggecctcagggatctcagag
agattctctgcatccaggtcaggaaacacagcctcectgaccattactggactccagect
gaggacgaggctgactattactgctcagcattggacagcagcctcagtgctca
>|IGLV6B-57*01
aattttatgctgactcagccccactetgtgtcggagtectccggggaagacggtaaccatetee
tgcacccgcageagtggcagcattgccageaactatgtgcagtggtaccagcagegececg
ggcagttcceccaccactgtgatctatgaggataaccaaagaccctetggggtecctgat
cggttctctggetccatcgacagctcctccaactctgectcectcaccatetetggactg
aagactgaggacgaggctgactactactgtcagtcttatgatagcagcaatca
>|IGLV4-60*d03
cagcctgtgctgactcaatcatectctgectetgettceetgggatectcggtea
agctcacctgcactctgagcagtgggcacagtagctacatcatcgcatggcatcagcage
agccagggaaggccccteggtacttgatgaagcttgaaggtagtggaagctacaacaagg
ggagcggagttcctgatcgcttctcaggetccagcetetgtggetgaccgcetacctcacca
tctccaacctccagtctgaggatgaggctgattattactgtgagacctgggacagtaaca
ctca

>other|IGLV4-60*03
cagcctgtgctgactcaatcatcctctgectetgetticectgggatecteggtea
agctcacctgcactctgagcagtgggcacagtagctacatcatcgcatggcatcagcage
agccagggaaggccccteggtacttgatgaagcettgaaggtagtggaagcetacaacaagg
ggagcggagttcetgategettctcaggetccagetetggggetgacegetacctcaccea
tctccaacctccagtctgaggatgaggcetgattattactgtgagacctgggacagtaaca

ct

>|IGLV8-61*01
cagactgtggtgacccaggagccatcgttctcagtgtccectggagggacagtcacactcact
tgtggcttgagctctggctcagtetctactagttactaccccagetggtaccagcagacce
ccaggccaggctccacgecacgctcatctacagcacaaacactcgcetcttctggggtecct
gatcgcttctetggcetecatecttgggaacaaagcetgecctcaccatcacgggggeecag
gcagatgatgaatctgattattactgtgtgctgtatatgggtagtggcatttc
>|IGLV4-69*01
cagcttgtgctgactcaatcgcecctcetgectetgectecctgggagectcggtcaagete
acctgcactctgagcagtgggcacagcagctacgccatcgcatggcatcagcagcageca
gagaagggccctcggtactigatgaagcttaacagtgatggcagccacagcaagggggac
gggatccctgategetictcaggetccagetetggggetgagegetacctcaccatetee
agcctccagtctgaggatgaggcetgactattactgtcagacctggggeactggceattca
>|IGHV3-20*d01

gaggtgcagctggtggagtctgggggaggtgtggtacggcectggggggtccctgagactctee
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tgtgcagcctctggattcacctttgatgattatggcatgagcetgggtccgecaagcteca
gggaaggggctggagtgggtctctggtattaatiggaatggtggtagcacaggttatgca
gactctgtgaagggccgattcaccatctccagagacaacgecaagaactccectgtatetg
caaatgaacagtctgagagccgaggacacggcecttgtattactgtgcgagaga
>|IGHV1-24*d01
caggtccagcetggtacagtctggggctgaggtgaagaagectggggcctcagtgaaggtcetee
tgcaaggtttccggatacaccctcactgaattatccatgcactgggtgecgacaggctect
ggaaaagggcttgagtggatgggagattttgatcctgaagatggtgaaacaatctacgea
cagaagticcagggcagagtcaccatgaccgaggacacatctacagacacagcctacatg
gacctgagcagcctgagatctgaggacacggcecgtgtattactgtgcaacaga
>|IGHV2-26*d01
caggtcaccttgaaggagtctggtcctgtgctggtgaaacccacagagaccctcacgcetgacc
tgcaccgtctctgggtictcactcagcaatgctagaatgggtgtgagcetggatccatcag
ccecccagggaaggcecctggagtggcettgcacacattttticgaatgacgaaaaatcctac
agcacatctctgaagagcaggctcaccatctccaaggacacctccaaaagcecaggtggtc
cttaccatgaccaatatggaccctgtggacacagccacatattactgtgcacggatac
>IGKV5-2*d01
gaaacgacactcacgcagtctccageattcatgtcagegactccaggagacaaagtcaac
atctcctgcaaagccagccaagacattgatgatgatatgaactggtaccaacagaaacca
ggagaagctgctattttcattattcaagaagctactactctcgticctggaatctcacct
cgattcagtggcagcgggtatggaacagattttaccctcacaattaataacatagaatct
gaggatgctgcatattacttctgtctacaacatgataatttcectet

>|IGKV1-9*d01
gacatccagttgacccagtctccatccttcctgictgeatetgtaggagacaga
gtcaccatcacttgctgggecagtcagggceattageagttatttagectggtatcagcaa
aaaccagggaaagcccctaagctectgatctatgetgeatccactttgcaaagtggggte
ccatcaaggticagcggcagtggatctgggacagaattcactctcacaatcagcagcectg
cagcctgaagattttgcaacttattactgtcaacagcttaatagttaccctce
>|IGKV1D-8*d01
gccatctggatgacccagtctccatccttactctctgcatctacaggagacaga
gtcaccatcagttgtcggatgagtcagggcattagcagttatttagectggtatcagcaa
aaaccagggaaagcccctgagctcctgatctatgctgeatccactttgcaaagtggggtc
ccatcaaggttcagtggcagtggatctgggacagatttcactctcaccatcagetgectg
cagtctgaagattttgcaacttattactgtcaacagtattatagtttccctcc
>IGKV3D-11*d01
gaaattgtgttgacacagtctccagccacccetgtetttgtctccaggggaaagagecace
ctctectgecagggcecagtcagagtgttagcagctacttagectggtaccagcagaaacct
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REIVINDICACIONES

1.- Una célula de vertebrado no humano cuyo genoma comprende los segmentos génicos Jk y Vk Jk5*01, Jk4*01,
Jk3*01, Jk2*01 o Jk2¥04, Jk1*01, Vk4-1*01, Vk5-2*01 o Vk5-2*d01, Vk1-5"03, Vk1-6*01, Vk1-8*01, Vk1-9*01 o Vk1-
9*d01, Vk3-11*01, Vk1-12*01, Vk1-13*01, Vk3-15*01, Vk1-16"02, Vk1-17*01, Vk3-20*01, Vk6-21*01 y Vk2-24*01 en
el sentido de 5 de una regién constante en un locus de cadena ligera, estando los segmentos génicos unidos
operativamente a la regién constante de los mismos de modo que i) la célula es capaz de producir cadenas ligeras
de anticuerpo que comprenden dominios VL humanos, comprendiendo el locus de cadena ligera un segmento
génico VL humano de Jk5*01, Jk4*01, Jk3*01, Jk2*01 o0 Jk2*04, Jk1*01, Vk4-1*01, Vk5-2*01 o Vk5-2*d01, Vk1-5"03,
Vk1-6*01, Vk1-8*01, Vk1-9*01 o Vk1-9*d01, Vk3-11*01, Vk1-12*01, Vk1-13*01, Vk3-15*01, Vk1-16*02, Vk1-17*01,
Vk3-20*01, Vk6-21*01 y Vk2-24*01 capaz de recombinarse con uno de dichos segmentos génicos JL humanos de
Jk5*01, Jk4*01, Jk3*01, Jk2*01 o Jk2*04, Jk1*01, Vk4-1*01, Vk5-2*01 o Vk5-2*d01, Vk1-5*03, Vk1-601, Vk1-8*01,
Vk1-9*01 o Vk1-9*d01, Vk3-11*01, Vk1-12*01, Vk1-13*01, Vk3-15*01, Vk1-16*02, Vk1-17*01, Vk320*01, Vk6-21*01
y Vk2-24*01 para producir un dominio VL, o ii) la célula puede desarrollarse en un vertebrado que expresa un
anticuerpo que comprende dicho dominio VL, y siendo la célula de vertebrado no humano una célula de raton o de
rata.

2.- Un vertebrado no humano cuyo genoma comprende los segmentos génicos Jk y Vk Jk5*01, Jk4*01, Jk3*01,
Jk2*01 o Jk2*04, Jk1*01, Vk4-1*01, Vk5-2*01 o Vk5-2*d01, Vk1-5*03, Vk1-6*01, Vk1-8*01, Vk1-9*01 o0 Vk1-9*d01,
Vk3-11*01, Vk1-12*01, Vk1-13*01, Vk3-15"01, Vk1-16*02, Vk1-17*01, Vk3-20*01, Vk6-21*01 y Vk2-24*01 en el
sentido de 5 de una regién constante en un locus de cadena ligera, estando los segmentos génicos unidos
operativamente a la regién constante de los mismos de modo que el vertebrado es capaz de producir cadenas
ligeras de anticuerpo que comprenden dominios VL humanos y siendo el vertebrado no humano un raton o una rata.

3.- Un método de produccién de un anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno del mismo, comprendiendo el
método (i)} aislar un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo a partir de una célula segin la
reivindicacion 1 que es capaz de producir una cadena ligera de anticuerpo y una cadena pesada de anticuerpo o (ii)
inmunizar un vertebrado segun la reivindicacion 2 con un antigeno y recuperar el anticuerpo o fragmento,

y opcionalmente modificar el anticuerpo o fragmento aislado de modo que comprenda regiones constantes
humanas.
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