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DESCRIPCION

Obtencidén y empleo de genotecas de anticuerpos humanos (“bancos de anticuerpos humanos”).

La invencion se refiere a la obtencién y al empleo de genotecas de anticuerpos humanos (AK). A partir de una mez-
cla de linfocitos B humanos se traduce su ARNm en ADNc mediante el empleo de oligo-dT-cebadores. A continuacién
tiene lugar una amplificacién de los ADNc especificos de los AK mediante una reaccién en cadena de polimerasa (RCP,
Polymerase Chain Reaction) con utilizacién de secuencias cebadoras de oligonucleétidos adecuadas. Por medio de la
expresion de estos ADNc amplificados, especificos de los AK, en un vector de expresioén bacteriano, por ejemplo en
un vector pFMT, que se describe a continuacion, en E. coli, esta disponible, por lo tanto, una biblioteca de anticuer-
pos humanos con un amplio repertorio para llevar a cabo la exploracién (“screenen’) con antigenos seleccionados
in vitro.

Se estima que el sistema inmune de los seres humanos, o bien de los mamiferos, tiene entre 10° y 10® anticuerpos
diferentes. Este nimero de anticuerpos es suficiente para generar una reaccién inmune del cuerpo tanto contra todos los
antigenos que existen en la naturaleza asi como, también, contra los antigenos sintéticos. Si se tiene en consideracién
asf mismo que con frecuencia varios anticuerpos reaccionan con el mismo antigeno, se establece el repertorio de los
anticuerpos realmente diferentes més bien en el intervalo comprendido entre 10° y 107.

Hasta el presente han sido obtenidos los anticuerpos especificos siempre a partir de una inmunizacién con el an-
tigeno correspondiente, por ejemplo por medio de una inyeccion del antigeno en el organismo o por medio de una
incubacién de células del bazo in vitro con estos antigenos. En el caso de los anticuerpos policlonales pueden aislarse
a continuacién las inmunoglobulinas a partir del suero y a partir de las mismas pueden obtenerse los anticuerpos es-
pecificos por ejemplo por medio de procedimientos de absorcién. Los anticuerpos monoclonales son aislados a partir
de los sobrenadantes celulares o bien a partir del lisado celular de las células tumorales del bazo (células de hibri-
doma) clonadas, fusionadas con linfocitos B individuales. Los procedimientos que han sido citados precedentemente
no son adecuados, de manera especial, para la obtencién de anticuerpos humanos especificos o bien de anticuerpos
monoclonales humanos.

La presente invencién se plantea por consiguiente la tarea de desarrollar un método accesible en general para
la generacién de anticuerpos monoclonales humanos especificos (huMAK’s) o de fragmentos de anticuerpos, que
contengan los puntos de enlace con el antigeno.

Se ha encontrado que los huMAK’s buscados o sus fragmentos, que contienen los dominios variables, que se
enlazan con los antigenos, pueden ser aislados a partir de genotecas de inmunoglobulina humana. En primer lugar
se parti6 de una mezcla de linfocitos B humanos no activados cuyo ARNm es aislado y es traducido en ADNc con
ayuda de oligo-dT-cebadores. Una amplificacion especifica de la poblacion de anticuerpos ADNc dentro del conjunto
de ADNCc obtenido se consiguié por medio de la utilizacién de la RCP. Con esta finalidad se emplearon determinados
oligonucle6tido-“cebadores”, que son homdlogos con respecto a las secuencias conservadas sobre ambos extremos
del anticuerpo-ADNCc (véase mas adelante y los ejemplos). La maqueta del cebador para la reaccién inversa para la
sintesis de la hebra no codificante del ADN de la cadena pesada estd basada en secuencias IgM (subclase III, puesto
que ésta abarca la mayoria de las secuencias IgM). Las moléculas IgM estdn presentes en los linfocitos B no activados
con mayor frecuencia que todas las otras clases de inmunoglobulinas. Las secuencias de IgG son preponderantes, por
el contrario, en los linfocitos B activados, cuyo repertorio de anticuerpos diferentes es mucho menor. En el caso de
una biblioteca IgG existirfa por otra parte el peligro de que dominase en la biblioteca un IgG expresado de forma
especialmente intensa o un nimero reducido de los mismos.

Se llevaron a cabo, de manera conveniente, hasta 30 episodios de amplificacién. Los oligonucleétidos-*“cebadores™
contienen puntos de restricciéon adecuados con objeto de insertar el ADN amplificado por ejemplo en el pldsmido de
expresion del anticuerpo pFMT (véase mds adelante). Este pldsmido de expresion posibilita la expresion de anticuer-
pos-ADNc y a continuacion la secrecidn de los productos de expresion en bacterias (E. coli). El anticuerpo-operén del
pldsmido contiene las secuencias de los fragmentos variables tanto de las cadenas pesadas asi como, también, de las
cadenas ligeras de un anticuerpo. Las secuencias “conductoras” adecuadas procedentes del fragmento aminoterminal
de una proteina bacteriana posibilitan la secrecion de los fragmentos de anticuerpo. Las secuencias “conductoras” son
escindidas durante la secrecién por un enzima bacteriano. Durante la secrecién de los productos anticuerpos-ADNc
se asocian las cadenas ligeras y las cadenas pesadas del anticuerpo (con o sin dominios constantes limitrofes). De
este modo, se forma un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo, que contiene un punto funcional de enlace con el
antigeno. De la misma manera, han sido descritos por otros autores constructos similares para anticuerpos individuales
(Better et al. (1988), Science 240, 1041, y Skerras & Pliickthun (1988), Science 240,1038).

La amplificacion del ADN, que codifica fragmentos variables de anticuerpos, ha sido descrita ciertamente por otros
autores (Orlandi et al. (1989), Proc. Nati. Acad. Sci. 86, 3833; Sastry et al., (1989) Proc. Nati. Acad. Sci. 86, 5728;
Ward et al. (1989), Nature 341, 544); Huse et al. (1989), Science 246, 275). Sin embargo se aislé en este caso el
ARNmMm, que codifica entre otras cosas también anticuerpos, a partir de células de hibridoma o de linfocitos del bazo
después del tratamiento con un antigeno determinado. Por consiguiente se empleardan en aquél caso también secuencias
cebadoras que dnicamente estan basadas en secuencias IgG. Naturalmente en aquél caso es ventajoso para buscar el
mayor nimero posible de clones de anticuerpo-ADN, que procedan de linfocitos activados. Con cebadores procedentes
de secuencias IgG son mucho mayores las probabilidades de encontrar clones, que contengan ADN codificadores de
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anticuerpos contra el antigeno inyectado. Asi mismo debe afiadirse que en los trabajos existentes han sido sintetizados
anticuerpos-ADN murinos y, por consiguiente no humanos y que han sido amplificados ademds con exclusion de las
regiones de la cadena lambda.

En la presente invencidn son utilizadas, por el contrario, secuencias cebadoras que son homologas con respecto a
las secuencias de los dominios constantes del IgM-ADNc. De este modo la invencioén puede ser realizada del mejor
modo posible, es decir que puede ponerse a disposicién una gran variedad de anticuerpos, concretamente todo el
repertorio de anticuerpos, en forma de una biblioteca. La expresion preferentemente en E. coli proporciona entonces
la biblioteca de anticuerpos humanos buscada, en la que se encuentran los anticuerpos humanos buscados o bien los
fragmentos de los anticuerpos mediante exploracion de los clones bacterianos con el antigeno elegido.

En la tabla 1 se han reunido oligonucleétidos cebadores adecuados para llevar a cabo la amplificacién. Las posicio-
nes de los cebadores, precedentemente citados, sobre las cadenas u, kappa y lambda se han representado esquemati-
camente en la tabla 2. En los ejemplos siguientes se han descrito las construcciones biolgicas moleculares en detalle,
entre las cuales también se encuentra el vector de expresion, es decir el plasmido de expresién del anticuerpo pFMT.
La invencidn se refiere, por consiguiente, a bibliotecas de anticuerpos humanos preparadas mediante transcripcion del
ARNmMm a partir de linfaticos B humanos no activados (periféricos) por medio de oligo-dT-ceb adores, seguido de una
amplificacién por medio de una RCP con utilizacién de secuencias, que contienen cebadores, homologas con respecto
a las regiones conservadas de IgM-ADNCc y a continuacién incorporacién en un pldsmido de expresidon adecuado para
llevar a cabo la expresién en microorganismos, preferentemente en el vector de expresion pFMT para llevar a cabo
la expresion en E. coli. En una forma preferente de realizacién se incorpora, ademads, una secuencia, que codifica
un péptido marcador, por ejemplo una secuencia “TAG” de tal manera que los productos de la expresion pueden ser
detectados de manera sencilla con anticuerpos monoclonales establecidos frente al péptido marcador (Wehland ef al.,
(1984), EMBO J. 3,1295).

De igual modo, la invencidn abarca el empleo de las bibliotecas de anticuerpos humanos precedentes para llevar
a cabo el aislamiento de los anticuerpos humanos buscados o bien de fragmentos de anticuerpos con puntos funcio-
nales para el enlace de antigenos mediante exploracién “screenen” con antigenos seleccionados y asi mismo abarca
procedimientos para llevar a cabo el aislamiento de los anticuerpos humanos citados o sus fragmentos que se enlazan
con los antigenos asi como también abarca procedimientos para la obtencién de las citadas bibliotecas de anticuerpos
humanos.

La invencidn abarca, asi mismo, vectores de expresion con las propiedades del pldsmido de expresion del anticuer-
po pFMT.

Los ejemplos siguientes desarrollan adicionalmente la invencién sin limitarla. Por dltimo la invencién estd conte-
nida en las reivindicaciones.

Ejemplos
Ejemplo 1
Obtencion de un vector de expresion de anticuerpos

Se eligi6 el pldsmido pKK233-2 (Amann und Brosius, (1985) Gene 40, 183 y Straus und Gilbert, (1985) Proc.
Nati. Acad. Sci. 82, 2014) como vector bdsico para la formacién del vector de expresion de anticuerpos (figura 1).

Como paso previo a la incorporacién del anticuerpo-operén se cort6 el plasmido con Sall y BamHI, se rellenaron
los extremos con polimerasa Klenow y se ligaron. De este modo se eliminaron estos dos puntos de restriccién y el ADN
situado entremedias. Por otra parte se segment6 el plasmido con HindIIl, se rellenaron los extremos con la polimerasa
Klenow y se ligé con enlazadores BamHI. Por medio de esta operacion se eliminé el punto de restriccion HindIII y
se insert6 un punto BamHI. En este plasmido modificado se insert6 el anticuerpo ADN. En la figura 3 se muestra una
via de construccion esquematica del anticuerpo-operén que codifica un anticuerpo ARNm bicistronico. Con objeto
de posibilitar la secrecién del anticuerpo se utiliz6 la secuencia “conductora” del enzima bacteriano pectatliasa. La
secuencia “conductora” de este enzima ha sido ya empleada para la expresion y para la secrecién de un anticuerpo
ratén-humano quimérico (Fab-Fragment, Better et al., en el lugar indicado) asi como el fragmento variable de un
anticuerpo “humanizado” (Ward et al., en el lugar indicado; Huse et al., en el lugar indicado). Se sintetizaron a partir
de varios oligonucledtidos (tabla 4) el ADN para la primera secuencia “conductora” (P, por delante de la cadena
pesada) y la secuencia para un segundo punto de enlace de ribosomas (RBS) y una segunda secuencia “conductora”
(P, por delante de la cadena ligera).

Han sido obtenidos por Dr. G. Winter (Cambridge, UK) anticuerpos ADNc, que codifican las regiones variables
de las cadenas pesadas y ligeras de un anticuerpo humano (HuVhlys o bien HuVllys; Riechmann et al., (1988) J.
Mol. Biol. 203, 825). Se insertaron los puntos de restricciéon HindIII (HuVhlys) y EcoRV (HuVllys) con objeto de
posibilitar la insercién del anticuerpo ADNc en el vector de expresion. Se introdujeron otros puntos de restriccién
para Baiil (HuVhlys) y BstEII y respectivamente Kpnl (HuVllys), con objeto de intercambiar “en bloque” regiones
hipervariables. En el extremo de la secuencia HuVhlys-ADNc se incorporé una sefial de detencién. Se eliminé en la
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cadena ligera un punto Banll. Estas modificaciones se llevaron a cabo por medio de una mutagénesis dirigida al punto
“site directed mutagenesis” en el bacteriéfago M13mpl8 (Zoller y Smith, Meth. Enzymol. 100, 468-500). En la tabla
5 se ha mostrado la secuencia del anticuerpo ADN confeccionado.

Para la insercién de la secuencia “conductora” P, (tabla 4) se someti6 a digestion al plasmido modificado pKK233-
2 con los enzimas de restriccién Ncol y Pstl y se insert6 P, entre estos puntos (pKK233-2-P,). Se llevaron a cabo otras
etapas de clonacién hasta la tltima etapa con el plasmido pUC18. El motivo se debe a que la presencia de fragmentos
individuales del anticuerpo-operén en el vector de expresion influye negativamente sobre el crecimiento del anfitrién
bacteriano.

Como paso previo a la clonacién en pUCI8 tuvo que ser eliminado su punto de restriccion BamHI. Tras una
digestion con BamHI se rellenaron los extremos de las cadenas individuales con el fragmento de Klenow y se volvieron
a unir. Este pldsmido modificado se sometié a digestion a continuacién con Pstl y HindIII y se ligd con P, mds RBS
entre estos puntos de restriccién (pUC18-P,). Por medio de esta operacién desaparece el punto de restriccién original
HindIII del pldsmido y se incorpora un nuevo punto de restriccion HindIII. A continuacién se sometié a digestion al
pUC18-p, con Pstl y con HindIII y se ligé el ADN de la cadena pesada (inserto de Pstl-HindIII procedente de M13)
en estos dos puntos (pUC18-HP,). Este plasmido se someti6 a digestion a continuacién con EcoRV y con BamHI y se
aport6 por ligadura el ADN de la cadena ligera (inserto de EcoRV-BamHI procedente de M13) (pUC18-HP,L).

En una forma preferente de realizacion se aport6 por ligadura (tabla 4) una secuencia “TAG” en el nuevo punto de
corte HindIIl. La secuencia “TAG” codifica el péptido Glu-Glu-Gly-Glu-Glu-Phe y es reconocido por el anticuerpo
monoclonal YL 1/2 (Wehland et al. (1984) EMBO 1J. 3, 1295). El plasmido resultante es pUC-HTP,L.

Para la insercién de HP,L o bien de HTP,L en el vector de expresion se cortaron pUC18-HP,L o bien PUC-HTP,L
con Pstl y BamHI y el correspondiente fragmento de restriccion se ligd respectivamente en el plasmido modificado
pKK233-2-P, en estos dos puntos de restriccién. En la tabla 6 se muestra una representacién esquematica del vector
de expresion pFMT confeccionado.

Ejemplo 2
Obtencion de ARN a partir de linfocitos B humanos

Con objeto de enriquecer las células B periféricas a partir de sangre humana, ésta se diluy6 con fosfato tamponado
salino PBS (“phosphate buffered saline™) 1:1 y se centrifugé sobre una almohadilla de Ficoll®(Pharmacia) (1,077
kg/l). Las células de la interfase se lavaron dos veces con PBS y se incubaron en medio RPMI, que contenia un 10%
de suero de ternera fetal, con un fondo de plastico (botella de cultivo) durante una hora a 37°C. Las células adherentes
(monocitos y macréfagos) se adhirieron sobre el recipiente de cultivo y de este modo pudieron ser separadas de
la preparacion. Las células no adherentes se reunieron por medio de una centrifugacién y se homogeneizaron con
isotiocianato de guanidinio 4,4 M, mercaptoetanol al 5% y lauroilsarcosina al 2%. El homogenato se centrifugd a
continuacién sobre una almohadilla de CsCl 5,7 M durante 18 horas a 125.000 g. E1 ARN sedimentado se disolvi6 en
H,O bidestilada y se precipité durante la noche con etanol al 70% y con 1/20 en volumen de LiCl 8 M a -20°C.

Con objeto de obtener una pluralidad todavia mayor de anticuerpos de diversa especificidad se mezclaron prepara-
ciones de ARN de respectivamente 500 ml de sangre de 20 personas diferentes.

Ejemplo 3
Amplificacion del anticuerpo ADN

Se purific6 el ARNm a través de oligo-dT-sefarosa (estuche de la firma Phirmacia) y se tradujo en ADNc con
transcriptasa inversa (estuche de la firma Amersham) y con oligo-dT-cebador. Los productos se emplearon directa-
mente en la reaccidn en cadena de polimerasa “polymerase chain reaction” (RCP). En las tablas 1 y respectivamente
2 se han mostrado el cebador para la RCP y los puntos de hibridacién. Por medio de una combinacién de los u-ADN
obtenidos bien con ADN kappa o con ADN lambda en el vector pFMT se prepararon dos bancos diferentes de ex-
presion. El empleo de diversos cebadores para la sintesis de las hebras no codificantes en la reaccién en cadena de
polimerasa “polymerase chain reaction” posibilita la obtencién de dos tipos diversos de anticuerpos, que en uno de los
casos unicamente contienen los dominios variables, conteniendo en el otro caso adicionalmente ademas un dominio
constante (similar al fragmento Fab de un anticuerpo). Para la RCP se hicieron reaccionar 4 ul de un ADNc de sintesis
respectivamente con 0,2 nmol de los dos cebadores en un volumen de 50 ul. La carga de la reaccién contenia 100 mM
de KC1, un 0,1% de gelatina y 2,5 U de polimerasa Taq. Al cabo de 30 ciclos de polimerizacién, constituidos por 1
minuto a 95°C, 2 minutos a 55°C y 2 minutos a 72°C, se precipité con etanol el ADN.
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Ejemplo 4
Insercion del anticuerpo ADN en el pldsmido de expresion

El ADN precipitado se recogi6 en el tampén de carga para geles de agarosa (0,1% de azul de bromofenol, 7% de
Ficoll® [Pharmacia]) y se separ6 sobre un 2% de agarosa a 10 V/cm en tampén TBE (45 mM de tris-borato, pH 8,0, 10
mM de EDTA). El anticuerpo ADN sintetizado se identificé por medio de su peso molecular y se eluy6 a partir del gel.
Después de la precipitacion con etanol se recogié dicho anticuerpo ADN en tampén para el correspondiente enzima de
restriccion y se cortd con el correspondiente enzima de restriccion (Boehringer Mannheim) (véanse las tablas 1y 2).
Después de una precipitacion en etanol se ligé en el vector pFMT cortado de la misma manera, como se ha mostrado
esquemadticamente en la tabla 7.
Ejemplo 5
Expresion y exploracion “screenen” de anticuerpos en E. coli

Se transfirieron E. coli competentes con plasmidos pFMT, que contienen la biblioteca de anticuerpo-ADN inser-
tada, se extendieron sobre placas de agarosa y a continuacién se incubaron con filtros de nitrocelulosa, que estaban
recubiertos con el antigeno buscado. Después de la eliminacién de los anticuerpos enlazados de manera inespecifica,
se identifican los clones activos con un anticuerpo marcado contra la inmunoglobulina humana secretada por E. coli.
En la forma preferente de realizacion se utiliza para la identificacion de los clones buscados el anticuerpo monoclonal
YL 1/2, que esta dirigido contra la secuencia “TAG”.
Leyendas relativas a la figura 1

Mapa de restriccion del vector de expresion pKK233-2 (Amann und Brosius, en el lugar indicado)

Ptrc significa promotor triptofano-lac hibrido

RBS significa puntos de enlace de los ribosomas

rrnB significa ARN B ribosémico (5S ARN)

58S significa gen para 5S ARN (que contiene rrnB)

Como paso previo a la clonacion del anticuerpo ADN en el vector de expresion se llevan a cabo las siguientes
modificaciones:

1). Los puntos de restriccién Sall y EcoRI se separaron junto con el ADN situado entremedias.

2). El punto de restriccién HindIII se transformé en un punto de restriccion BamHI.

(Tabla pasa a pdgina siguiente)
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TABLA 1

Oligonucledtidos “cebadores” para la amplificacion de ADNc con la “reaccion en cadena de polimerasa
-Polymerase Chain Reaction-"

1. Oligonucleétidos "cebadores" para 1a RCP directa

'D. cadena-p

Pstl
| GAGGTGCAGCTGCAGGAGTCTGGGGGAGGCTT  SEQ I0 ND: 1

. BstED
TGTCTGCATCTGT(A/G)GGAGACAGGGTCACCATCA(A/C)TTG  SEQ ID NO: 2

F. cadena-A

BstEO
CCTCAG(C/MGTCTGGG(A/T)CCCCAGGACAGAGGGTGACCATCTCCTGC SEQ I0 NO: 3

2. Oligonucleétidos "cebadores" para la RCP inversa (dominios variables més los

dominios constantes limitrofes)

Al. cadena-p (sin secuencias de "TAG")

Hind I )
GGGTGGGACGAAGAAGCTTACTTAGGGAGGCAGCTCAGCAATCAC SEQ ID NO: 4

A2, cadena-p (con secuencias de "TAG")

Hind I
GGGTGGGACGAAGAAGCTAAGCTTGGGAGGCAGCTCAGCAATCAC SEQ 1D ND:~5

B. cadena-k

Bam HI
GGCACTTCGGATCCTAACACTCTCCCCTGTTGAAGCTCTTTGTGACGGGCGA
GCTCAGGCC SEQ ID NO: B

C. cadena-A

BamHI
GTGAGGG(A/TTGGGATCCTATGAACATTCTGTAGGGGCCACTGT  SEQ ID ND: 7

3. Oligonucleotidos "cebadores" para la RCP inversa (dominios variables).
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G1. cadena-p (sin secuencias de "TAG")

Hind II
CACAGGAGACGAGGGGGAAAAGCTTTGGGGCTTATGCACTCCC  SEQ ID ND: 8

G2. cadena- (con secuencias de "TAG")

Hmd]ﬁ —
CACAGGAGACGAGGGGGAAAAGCTTTGGGGCGGATGCACTCCC  SEQ ID MNO: 9

H. cadena-x

BamHI
AACAGAGGCGGATCCTCATTTCAACTGCTCATCAGATGGCGGGAAGATGAA
GAC SEQ ID ND: 10

I. cadena-A

BanHI
AGCTCCTCAGAGGA(C/QYGGCGGGATCCGAGTGACCTAGGGG
SEQ ¥0 NO: 11
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TABLA 5

Secuencias de nucledtidos de anticuerpo ADN

a) Cadcna pesada (dominios variables), HuVhlys Hindll........... .-

) 1 10Q
crissessssG VvV B S © V Q9 L Q¢ E S G P G L V R.
CTCTCCACAGGTGTCCACTCCCAGGTCCAACTGCAGGAGAGCGGTCCAGGTCTTGTGAGA

Pstl
20 30 CDR1
PSQTISLTCSVSG:‘TFSVG//‘.’7/G7
CCTAGCCAGACCLCTGAGCCTIGACCTECACCGTGTCTSGCTTCACCITCAGEGGCTATGET

BsoMI
40 50
N/NAWVRQPPGRGI.EWIGVM/I/W/Q-’
G AAACTGGGTGAGACAGECACCTGGACGAGEGTCTITGAGTGGATTGGARTGATITGGGGT

CDR2 60 70
P/G/ N/ T/ D/ Y/ N/SJAI/LiR/SJR ¥ T M L Vv D T
GATGGAAACACAGACTIATART TCAGCTCTCAAATCCAGAGTGACAATGCTGGTAGACRCC

80 ‘90
S K N @ F § L R L S S§ V' T A A DT A V Y
AGCAAGAACCAGTTCAGCATGAGACTCAGCAGTGTGACAGCCGCLCACACGGCGGTCTAT
Sacll
1¢0__CDR3 110
.Y ¢ A rR[z2/R/D/Y/R/L/D/Y¥Y]W 6 @ G § L VvV T
TATTGIGCAAGAGAGAGAGATTATAGGCTIGACTACTGGGGTCAGGGCTCCCTCGTCACA

Bapll
Vv S S Swop SEQ ID NO: 26
GTCTCCTCATALGLTTCCTTACARCCTICTCTCTPCTATTCAGCTTAA . .. .o v - v« BamHI
HindII
b) Cadena ligera (dominios vanables), HuViys Hindl....oov.. e
1 . . 10

G vV 2 S D I Q@ N T ©@-S P S S L S A.
CTCTCCACAGG TG TCCACTCSGATATCCAGATGACCCAGAGCCCARGCAGCCTGRGLEGEC

EcoRV
20 CDR1 10
.8 v 6 b R vV T I T cl|lr/a/s/6/n/x/=/N/X;L.
AGCGTGGGTGACAGGETEACCATCACCTG TAGAGCCAGCGSTARCATCCACARCTACC G

BstED
40 50 CDR2
_A__/]wxqurcxnpxr.er[Zvj/:r/r/r
GCTTGGTACCAGCAGAAGECAGGTARGGCTCCAAAGCTGTTGATCTACTACACCACCALCC

60 70
N/ Aa/plé¢ v 2 s R F § 6 $ G 8 6 T b = T T
c‘r_ccc'-cxcs\.rs'rccmcqcarrc.m;ccGrncccurnccccraccsacrrcnccrrc

20 <0 CDR3
.T I S s L @ 2 T b r At ¥ v cl/log/s/F s/H/S:
ACCATCAGCAGCCTCCAGCCAGAGGACATCGCCACCTACTACTGCCAGTACTTCTGGAGS

100 -
R/TJFT G @ 6 T X VvV £ T X R..T Sop SEQ ID NO:
ACCCCAAGGACGITCGG&CAAG§I~££AAGG;GGAAAICAAACG.GAGIAGAAT**ARAC
Kpni
TTGCTITCCTCAGTTGRATCC
Burig  SEQ ID X0: 29

12

SEQ ID ND:27

28
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para la obtencion de bibliotecas de anticuerpos humanos; caracterizado porque se aisla el ARNm
a partir de linfocitos B humanos periféricos, no activados y se transcribe en el ADNc, a continuacién se amplifica el
ADNCc, que codifica anticuerpos, por medio de una reaccién en cadena de polimerasa RCP con ayuda de cebadores
adecuados, llevandose a cabo a continuacién una incorporacion en plasmidos de expresion adecuados y a continuacién
se lleva a cabo la expresion del anticuerpo-ADNc en clones individuales, caracterizado porque la maqueta de los
cebadores para la reaccion inversa para la sintesis de la hebra, no codificante, del ADN de la cadena pesada estd
basada en secuencias de [gM y porque se posibilita, por medio del empleo de diversos cebadores para la sintesis de la
hebra, no codificante, la obtencién de un tipo de anticuerpo, que estd constituido por los dominios variables y por los
primeros dominios constantes.

2. Procedimiento segin la reivindicacién 1, caracterizado porque la expresion se lleva a cabo en el plasmido
pFMT de conformidad con la tabla 6.

3. Procedimiento para el aislamiento de fragmentos de anticuerpos humanos especificos, caracterizado porque se
exploran bibliotecas de anticuerpos humanos, preparados segtn la reivindicacién 1 o 2, con antigenos especificos.

15
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F,‘_ci./l

Pvull

pkK 233-2
L5kb

7 tre 0 loc operator ™~
5. I TGACAATTAATCATCCGGCTCG[ATAAT|GTGTGGAATTGTGAGCGGATAACL
RBS Pstl rmB

AATTTCACACRGGAJAACAGACCRTGS CTGCAGCCAAGETTGGETGTTTIGGE. .3
e

L

Neol Hind 111
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> Dade Behring Marburg GmbH

<120> Preparacion y empleo de genotecas de anticuerpos humanos (“bancos de anticuerpos humanos -Human-Anti-

body-Libraries”)
<130> 1990/B005 - Ma 833
<140> EP 04008412.1
<141> 1991-01-28
<150> EP91101095.7
<151> 1991-01-28
<160> 29
<170> PatentIn version 3.1
<210>1
<211> 32
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 1

gaggtgcage tgcaggagtc tgggggaggac tt

<210>2
<211> 37
<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 2
tgtctgcate tgtrggagac agggtcacca tcamttg

<210>3

<211> 44

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 3
ccteagygte tgggweccca ggacagaggg tgaccatcte ctge

<210> 4

<211> 45

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 4
gggtggoacg aagaagetta cttagggagg cagetcagea atcac

<210>5

<211>45

<212> ADN

<213> Homo sapiens

32

37

44

45
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<400> 5

gggtgggacg aagaagcetaa gettgggage cagetcagea atcac

<210> 6

<211> 61

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 6

ggcacttcgg atcctaacac tctcecectgt tgaagetctt tgtgacgggo gagctcagge
c

<210>17

<211> 42

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 7
gtgagggwtg ggatcctatg aacattetgt aggggccact gt

<210> 8

<211>43

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 8
cacaggagac gagggggaaa agetitgggg cttatgeact ccc

<210>9

<211>43

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 9

cacaggagac gagggggaaa agetttgggg cggatgeact ccc

<210> 10

<211> 54

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 10
aacagaggcg gatcctcatt tcaactgctc atcagatggce gggaagatga agac

<210>11

<211> 39

<212> ADN

<213> Homo sapiens

45

60

61
42
43
43
54
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<400> 11

agctcctcag aggasggegg gatccgagtg acctagggg

<210> 12
<211>27
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 12

Met Lys Tyr Leu Leu Pro Thr Ala Ala Ala Gly Leu Leu Leu Leu Ala
1 S 10 15

Ala GIn Pro Ala Met Ala Gln val GIn Leu Gln
20 25

<210> 13
<211> 82
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 13
catgaaatac ctcttgccta cggcagocgc tagoettgetg ctgetggeag ctcagcocggc
gatggcgcaa gttcagctgc ag

<210> 14

<211>24

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 14

Met Lys Tyr Leu Leu Pro Thr Ala Ala Ala Gly Leu Leu Leu Leu Ala
1 5 10

Ala GIn Pro g'la Met Ala Asp Ile
0

<210> 15
<211> 125
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 15
ctgcagccaa gettgaattc attaaagagy agaaattaac tccatgaagt acttactgcec
gaccgctgeg gegggtctoce tgctgttgge ggoetcagocg getatggetg atatcggatce
cagct

<210> 16

<211> 37

<212> ADN

<213> Homo sapiens

60
82

€0
120
125
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<400> 16

ES 2 336 444 T3

catgaaatac ctcttgccta cggeageegce tggettg 37

<210> 17

<211>173

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 17

gctgaacttg <gccatcgee ggetgagetg ccagcagcag caagecageg gotgccgtag 60

gcaagaggta ttt

<210> 18

<211> 44

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 18

73

ctgetgetgg cagetcagee ggegatggeg caagttcage tgea 44

<210> 19
<211> 30
<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 19
gccaagcttg aattcattaa agaggagaaa

<210> 20

<211>

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 20
ttaactccat gaagtactta ctgccgaccg ctgeg

<210> 21

<211> 124

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 21

30

35

agctggatce gatatcagce atagceggct gagocgocaa cagcaggaga cccgocgeag 60

cggtcggeag taagtacttc atggagttaa tttctectct ttaatgaatt caagettgge 120

taca

124
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<210> 22
<211> 30
<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 22
gctcagecgg ctatggetga tatcggatce

<210> 23

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 23

gcgggtctec tgetgttgge g

<210> 24

<211> 28

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 24
agcttgaaga aggtgaagaa ttctaatg

<210> 25

<211>28

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 25
agctcattag aattcttcac cttcttca

<210> 26

<211> 120

<212> PRT

<213> Homo sapiens

30

21

28

28
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<400> 26
g'ly val His Ser Gln val GIn Leu GIn Glu Ser Gly Pro Gly Leu val

Arg Pro ser %n Thr Leu Ser Leu "I_!'gr' Cys Thr val ser %y Phe Thr

phe ser Gly Tyr Gly val Asn Trp val Arg Gin Pro Pro Gly Arg Gly
35 40 45

Leuy gil)u Trp Ile Gly Met ﬂe Trp Gly Asp Gly gan Thr Asp Tyr Asn

ser ala Leu Lys Ser Arg val Thr Met Leu val asp Thr Ser Lys Asn
65 70 75 30

GIn Phe Ser Leu Arg Leu Ser Ser val Thr Ala ala asp Thr Ala val
85 90 95

Tyr Tyr Cys Ala Arg Glu Arg Asp Tyr Arg Leu Asp Tyr Trp Gly Gln
100 105 110

Gly Ser Leu val Thr val Ser Ser
115 120

<210> 27
<211> 407
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 27

ctctccacag grgtccactc ccaggtccaa ctgcaggaga gcggtccagg tcttgtgaga
cctagccaga ccctgagoct gacctgcacce grgtctgget tcaccttcag cggcetatggt
gtaaactggg tgagacagcc acctggacga ggtcttgagt ggattggaat gatttggggt

gatggaaaca cagactataa ttcagctctec aaatccagag tgacaatgct ggtagacace

agcaagaacc agttcagcct gagactcage agcegtgacag ccgecgacac cgeggtctat
tattgtgeaa gagagagaga ttataggctt gactactggg gtcagggctc cctegtcaca

gtctccteat aagettoctt acaacctctc tcttctatte agettaa

<210> 28
<211> 113
<212> PRT

<213> Homo sapiens

60
120
180
240

300
360
407
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<400> 28
Gly
1
Ala
Ile
LyS

Arg
65

Ser
Ser

Glu

<210> 29
<211> 381
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 29

val

ser

His

Leu

50

Phe

Leu

Thr

His

val

Asn

Leu

Ser

GIn

Pro

ser

Gly

20

Tyr

Ile

Gly

Pro

Asp
5

Asp
Leu
Tyr

Ser

ES 2 336 444 T3

Ile

arg

Ala

Tyr

Gly

70

ASp

Phe

Gln

val

Trp

Thr

55

Ser

Ile

Gly

Asn

Thr

Tyr

40

Thr

Gly

Ala

GIn

Thr

Ile

25

Gln

Thr

Thr

Thr

Gln
10

Thr
GIn
leu
Asp
Tyr
a0

Thr

ctctccacag gtgtccactg ggatatccag atgacccaga

agcgtgggtg acagggtgac catcacctgt agagccageg

gcttggtacc agcagaagcc aggtaaggct ccaaagetge

ctggctgacg gtgtgccaag cagaticage ggtagoggta

accatcagca gocctccagcee agaggacatc gecacctact

accccaagga cgttceggeca aggtaccaag gtggaaatca

tttgcttect cagttggatc ¢

Ser Pro

Cys Arg

Lys Pro

Ala Asp

60

Phe Thr
75

Tyr Cys

Lys val

Ser

Ala

Gly

45

Gly

Phe

GIn

Glu

Ser

Ser

30

Lys

val

Thr

His

Ile
110

Leu

15

Gly

Ala

Pro

Ile

Phe

95

Lys

ser

Asn

Pro

ser

Ser

80

Trp

Arg

gcecaageag cctgagegec

gtaacatcca caactacctg

tgatctacta caccaccacc

gcggtaccga cttcacctte

actgccagca cttctggagc

aacgtgagta gaatttaaac

60
120
180

240

300

360

381
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