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DESCRIPCION

Método de investigacién de bibliotecas de antiligandos para identificar antiligandos especificos para ligandos ex-
presados diferencialmente y poco frecuentemente.

La presente invencion se refiere a métodos de investigacion y en particular, a métodos de investigacion de biblio-
tecas de antiligandos para identificar antiligandos especificos de ligandos expresados diferencial y/o poco frecuente-
mente.

Las bibliotecas basadas en proteinas o péptidos se utilizan con frecuencia para la selecciéon de moléculas antiligan-
do con especificidad para ciertos ligandos.

Tales bibliotecas estdn construidas de manera que la molécula de proteina esté de alguna forma enlazada fisica-
mente a la informacién genética que codifica a la molécula particular de proteina. La molécula de proteina se expone
por tanto conjuntamente con su gen.

Los formatos de exposiciéon comuinmente utilizados se valen de particulas hospederas de células o virus para
presentar la molécula de proteina; e incluyen exposicién bacteriana (Francisco ef al., 1993) y exposicién de fagos
(Smith, 1985; Smith y Scout, 1993; Winter et al., 1994). Tales sistemas exponen la molécula potencial antiligando en
la superficie de la particula hospedera, mientras que la informacién genética de la molécula expuesta se alberga dentro
de la particula y dichos métodos han sido empleados con éxito para la seleccién de antiligandos especificos basados
en proteinas.

Existen otros formatos de exposicién que se valen de la traduccién in vitro; incluyendo diversas formas de expo-
sicién de ribosomas (Mattheakis et al., 1994; Hanes y Pluckthun, 1997; He y Taussig, 1997) que se valen del vinculo
no covalente de la informacién genética a la molécula de proteina, y otros formatos de exposiciéon que también se
valen de la traduccién in vitro, en los que existe un vinculo covalente entre la informacién genética y la molécula po-
tencial antiligando de proteina, e.g. the Profusion (Weng et al., 2002) o the Covalent Display Technology (Gao et al.,
1997).

Las bibliotecas antiligando expuestas de péptido o proteindceas pueden ser totalmente aleatorias, e. g. cuando se
utilizan las bibliotecas de péptidos, o pueden basarse en estructuras andamiaje de una regidn constante que incorporan
una estructura adicional que confiere variabilidad.

Las estructuras andamiaje utilizadas a menudo se basan en los dominios variables de anticuerpos de cadena pe-
sada y ligera (McCafferty et al., 1990) pero pueden basarse también en otros andamiajes tales como la fibronectina
(Jacobsson y Frykberg, 1995; Koide et al., 1998), dominios de proteina A (Stahl et al., 1989), o dominios pequefios
estables de protefna e. g. BPTI (Markland et al., 1991).

La seleccion de antiligandos que exhiben una cierta especificidad de enlace, a partir de bibliotecas de exposicion,
se lleva a cabo a menudo utilizando los denominados métodos de “biocernido”.

El ligando objetivo puede estar inmovilizado en una superficie sélida y los miembros especificos antiligando de
una biblioteca se exponen al ligando objetivo inmovilizado para propiciar que los antiligandos de interés se enlacen al
ligando objetivo. Los miembros no enlazados de la biblioteca son arrastrados subsecuentemente y los antiligandos de
interés se recuperan y amplifican.

Las particulas proteindceas distintas de las de los miembros de la biblioteca antiligando, e. g. fragmentos de an-
ticuerpos que expresan fagos, pueden ser “pegajosos” resultando en el enlace y aislamiento de algunas moléculas no
objetivo especificas. El enlace no especifico puede minimizarse afiadiendo ciertos compuestos a la mezcla antiligan-
do de exposicién construccién/ligando para actuar como agentes bloqueadores para reducir este enlace de fondo de
antiligandos no especificos e. g. leche, albimina de suero bovino (/humano/feto de becerro), gelatina y para ciertas
aplicaciones (no celulares), detergente.

Se han disefiado diferentes procedimientos de lavado para reducir el enlace no especifico de miembros de bibliote-
cas a células y para auxiliar en la separacién de células de miembros contaminantes y/o no especificamente enlazados
de bibliotecas.

Tales métodos incluyen el lavado de células sujetas magnéticamente en una columna (Siegel et al., 1997), para
minimizar las fuerzas de corte y para permitir el reenlace de fagos disociados. Otro método de lavado de células
es mediante centrifugacién en un medio de densidad superior tal como Ficoll o Percoll, para retirar selectivamente
antiligandos no especificos y de baja afinidad y separar ain mds espacialmente células y antiligandos enlazados de
células de antiligandos libres y antiligandos no enlazados especificamente (Carlsson et al., 1988; Williams and Sharon,
2002).

En dependencia de la eficiencia del proceso de seleccion, pueden requerirse varias rondas de cernido para eliminar
o al menos reducir suficientemente antiligandos no especificos a un nivel deseable (Dower et al., 1991).
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En otro método de seleccidn, el(los) ligando(s) objetivo enlaza(n) a los miembros especificos de la biblioteca
antiligando mientras que estdn en solucién. Los antiligandos enlazados entonces se aislan utilizando, por ejemplo,
una etiqueta recuperable sujeta al ligando objetivo. La etiqueta de mayor uso comun es biotina, que permite que se
recupere el complejo entre la molécula objetivo y el miembro expuesto especifico de la biblioteca utilizando avidina
conjuntamente con un soporte sélido e.g. una perla magnética (Siegel et al., 1997)

Estos métodos se utilizan cuando el ligando objetivo es bien conocido y esta disponible en una forma purificada.
Las selecciones contra un ligando objetivo tinico de por vez son de rutina. La seleccion de varios ligandos objetivo
definidos puede llevarse a cabo simultdineamente. Los ligandos objetivo pueden ser uno o més de pequefios antigenos
parciales, proteinas, carbohidratos, ADN y lipidos.

Para muchas aplicaciones, los antiligandos especificos son de interés contra ligandos expresados diferencialmente.
Por ejemplo, las proteinas pueden ser expresadas diferencialmente en células y tejidos de pacientes con enfermedades,
cuando se comparan con los de controles sanos. Tales enfermedades incluyen las microbianas, virales, o infecciones
parasitarias, asma, trastornos inflamatorios crénicos y autoinmunes, cdncer, trastornos neuroldgicos, cardiovasculares
o gastrointestinales. De manera similar, la composicion de proteinas de fluidos corporales, e.g. plasma, liquido cere-
broespinal, orina, semen, saliva y mucosidad, puede diferir entre pacientes con enfermedad comparados con los de
controles sanos.

Consecuentemente, ademds de su aplicabilidad general como herramientas de investigacién para identificar li-
gandos expresados diferencialmente, los antiligandos especificos para ligandos expresados diferencialmente pueden
utilizarse como herramientas para uso en diagndsticos, prevencion y/o tratamiento de enfermedades.

Avances recientes dentro de los campos genémicos y protedmicos han indicado la presencia de una multitud de
moléculas todavia indefinidas expresadas diferencialmente, enfatizando la importancia de métodos para la generacién
de antiligandos especificos para estos ligandos objetivos potenciales.

Muchas de estas moléculas expresadas diferencialmente se espera que estén presentes en superficies celulares y
por tanto constituyen objetivos potenciales para terapias objetivo utilizando, e. g. anticuerpos especificos que puedan
conjugarse a agentes bioactivos (e. g. citotéxicos).

Las grandes bibliotecas altamente diversificadas de exposicidn antiligando brindan métodos de aislamiento de anti-
ligandos con especificidad a ligandos celulares desconocidos de carbohidrato, proteina, lipido o acciones combinadas
de éstos.

Los procesos de biocernido actualmente disponibles incluyen métodos basados en célula entera, porcién de célula 'y
membrana celular, que en principio, permiten el aislamiento de construcciones de exposicién que exhiben antiligandos
especificos a ciertos ligandos de membrana celular en su configuracién original. Sin embargo, el éxito en el aislamiento
de antiligandos contra ligandos expresados diferencialmente o ligandos de subpoblaciones celulares especificas (de
Kruif et al., 1995) ha sido limitado, y han estado ausentes medios racionales de disefio de experimentos para tener
éxito en esta tarea.

Alun mas, la seleccion de antiligandos a ligandos que difieren entre dos grupos de poblaciones de ligandos, e.g.
células normales y transformadas, ha aislado primariamente aquellos antiligandos con especificidad contra ciertos
ligandos expresados a un alto nivel de manera tinica en la célula objetivo, e. g. el antigeno de tumor Ep-CAM-1 (como
se ha reportado extensamente en la literatura e. g. Huls ez al., 1999). Ha sido dificil producir antiligandos especificos
hacia ligandos expresados en un nivel bajo o aquellos que son expresados diferencialmente.

Los métodos actualmente conocidos de seleccion y aislamiento de enlazadores a antigenos especificos no son capa-
ces de aislar enlazadores para antigenos expresados en dos muestras diferentes pero a niveles de expresion diferentes.
Aln mas, los métodos actualmente conocidos no intentan optimizar las condiciones experimentales para la reaccién
de biocernido e.g. la reduccién de rondas de biocernido o reactantes utilizados.

Stausbgl-Grgn et al. (1996) ensena el enriquecimiento de enlazadores que poseen una especificidad para antigenos
distribuidos de manera tnica en una muestra y por tanto ausentes en una segunda muestra.

Stausbgl-Grgn et al. (2001) también ensefia el enriquecimiento de enlazadores que poseen una especificidad para
antigenos distribuidos de manera Unica en una muestra y ausentes de otras. Este documento representa una continua-
cion del estudio anterior. En este estudio se ha alterado el método de enriquecimiento para utilizar un suero policlonal
a fin de enmascarar antigenos cominmente expresados. Sin embargo, este suero también enmascararia los antigenos
comunes presentes en diferentes concentraciones en las dos muestras i. e. los antigenos expresados diferencialmente.

La WO 00/52 054 (de Genetech) ensefa el aislamiento de enlazadores con especificidad al factor de aceleracion
de descomposicion (CDS55).

Por tanto, la presente invencién pretende brindar métodos de identificacién mas eficientes y rdpidos que eliminen
o mitiguen los problemas antes mencionados asociados con métodos convencionales de identificacion.
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La invencién posibilita: (i) aislamiento de enlazadores especificos para ligandos expresados diferencialmente, in-
cluyendo ligandos que estén expresados y sobrerregulados a niveles bajos en una poblacion de ligandos comparada
con otra; y (ii) andlisis diferencial de abundancia de ligandos a nivel de ligando, independiente de la naturaleza del
ligando (e. g. carbohidrato, proteina, nucleétido, lipido o un conjugado de éstos).

En correspondencia con la invencién se brinda un método de aislamiento de un antiligando a al menos a un ligando
objetivo tal como se reivindica en la Reivindicacién 1.

No se espera que los pasos de la presente invencidn tengan que llevarse a cabo necesariamente en un orden espe-
cifico.

Al “brindar la cantidad determinada” incluimos el brindar una cantidad de ligando que ya fuera conocida de manera
que las ecuaciones de la invencién se han utilizado para verificar que la cantidad conocida brindada sea apropiada para
aislar el(os) antiligando(s) deseado(s).

Los pardmetros de reaccién que se utilizan para un proceso de seleccién dado pueden optimizarse en correspon-
dencia con la presente invencién mediante cdlculos aplicando la Ley de Accién de Masas y ecuaciones que de ésta
se deriven, y tomando pardmetros tales como la diversidad molecular de la biblioteca, nimero de copia de antiligan-
do, limite de deteccién deseado de la sobrerregulacion, afinidad de antiligando deseada y concentracién de ligando a
considerar.

La invencién también brinda el método de aislamiento de al menos un antiligando a al menos un ligando objetivo
como se reivindica en la Reivindicacion 2.

El Paso (iv) y al menos uno de los pasos (v), (vi), (vii), (ix) y (x) pueden llevarse a cabo automaticamente.

Preferiblemente, el método también brinda el paso posterior de liberacién del antiligando del segundo ligando
objetivo para aislamiento y uso posterior.

Los pasos (ii) a (ix) pueden repetirse una o mas veces, de ser necesario, para refinar atin mds la pureza del antili-
gando aislado.

Es preferible que la presente invencién brinde uno del primer ligando sustractivo o segundo ligando objetivo en
una cantidad tal que esté en exceso, en comparacion con el otro ligando.

Preferiblemente el exceso de ligando esta entre 10 y 1000 veces.

La magnitud de exceso de la poblacién de ligando sustractivo determina la “resolucién” mads elevada posible
(i. e. en que medida usted es capaz de discriminar entre antiligandos con especificidad para ligandos que son de
baja sobrerregulacion, de sobrerregulacién moderada, de alta sobrerregulacion, o expresados de manera Unica) a la
que usted serd capaz de detectar, y en que medida usted podrd discriminar entre ligandos expresados de manera
diferente. Por ejemplo, si estd utilizando una biblioteca con 100 antiligandos especificos de ligando objetivo y afade
concentraciones lo suficientemente grandes de ligandos positivos de manera que todos los antiligandos se enlazaran a
ligandos en equilibrio, entonces un exceso en 10 veces de la poblacién de ligando sustractivo le permitird reducir la
frecuencia de antiligandos con especificidad en un 90% para ligandos comtinmente expresados, mientras que un exceso
de 200 veces (dos veces el nimero de enlazadores antiligando especificos) le permitira la eliminacién de enlazadores
comunes (véanse figura 5 y el tltimo pérrafo del ejemplo 4).

Los medios de separacién del primer ligando sustractivo y/o segundo ligando objetivo son preferiblemente al
menos uno seleccionado de entre un sostén s6lido, membrana celular y/o porciones de ésta, membrana sintética,
perlas, etiquetas quimicas y ligandos libres en solucién.

Todavia de mayor preferencia los medios de separacién son membranas celulares y/o porciones de éstas.

Atn de mayor preferencia, el primer ligando sustractivo y segundo ligando objetivo se fijan a o se incorporan
dentro de los medios de separacion de diferentes densidades.

De mayor preferencia el primer ligando sustractivo tiene medios de separacién que comprenden una vesicula
membranosa y el segundo ligando objetivo tiene medios de separacion que comprenden una membrana celular entera.

Preferiblemente el método de separacién es uno de centrifugacién por densidad (Williams y Sharon, 2002), secues-
tro con soporte solido, secuestro con perlas magnéticas (Siegel et al., 1997), enlace de etiqueta quimica y particién de
fase acuosa.

De mayor preferencia el método de separacion se lleva a cabo mediante centrifugacién por densidad sobre un
gradiente de densidad, e. g. Ficoll; Percoll; medio gradiente yodado, en el que durante la centrifugacion, los primeros y
segundos ligandos objetivo se mueven a través del gradiente Ficoll en diferentes magnitudes mientras que los primeros
y segundos ligandos objetivo pueden aislarse de sus puntos extremos que difieren.

4
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De mayor preferencia el método de separacidn utiliza un gradiente de polimero de sacarosa, e.g. Ficoll.

Preferiblemente la biblioteca investigada es una biblioteca de exposicion en la que el antiligando de interés se
expresa por y se expone sobre la superficie de un miembro de la biblioteca. De mayor preferencia la biblioteca es una
biblioteca de exposicién de fagos en la que el antiligando se expone sobre la superficie de un bacteriéfago.

La exposicion de proteinas y polipéptidos sobre la superficie de bacteriéfago (fago), fusionada a una de las protei-
nas de recubrimiento de fagos, brinda una herramienta poderosa para la seleccion de ligandos especificos. Esta técnica
de “exposicion de fagos” se utilizé originalmente por Smith en 1985 para crear grandes bibliotecas de anticuerpos con
el objetivo de seleccionar aquellas con gran afinidad para un antigeno particular. Mds recientemente, el método ha sido
empleado para presentar péptidos, dominios de proteinas y proteinas intactas en la superficie de fagos para identificar
ligandos que tengan propiedades deseadas.

Los principios detrds de la tecnologia de exposicién de fagos son como sigue:
(1) 4cido nucleico que codifica la proteina o polipéptido para exposicion se clona hacia un fago;

(ii) el 4cido nucleico clonado se expresa fundido a la parte de anclaje de recubrimiento de una de las proteinas de
recubrimiento de fagos (tipicamente las proteinas de recubrimiento p3 o p8 en el caso de fago filamentoso) tal que la
proteina extranjera o polipéptido se exponga sobre la superficie del fago;

(iii) El fago que expone la proteina o polipéptido con las propiedades deseadas se selecciona entonces (e. g. por
cromatografia de afinidad) brindando por tanto un genotipo (vinculado a un fenotipo) que puede ser secuenciado,
multiplicado y transferido a otros sistemas de expresion.

De manera alternativa, la protema extranjera o polipéptido puede expresarse utilizando un vector fagémido (i.e.
un vector que comprenda los origenes de replicacién derivados de un fago y un pldsmido) que puedan empacarse
como un 4cido nucleico de hebra sencilla en un recubrimiento bacteriéfago. Cuando se emplean vectores fagémidos,
se utiliza un “fago de apoyo” para suministrar las funciones de replicacién y empaque del 4cido fagémido nucleico.
El fago resultante expresara tanto la proteina de recubrimiento de tipo natural (codificada por el fago de apoyo) como
la proteina de recubrimiento modificada (codificada por el fagémido), mientras que solo la proteina modificada de
recubrimiento se expresa cuando se utiliza un vector de fagos.

El uso de exposicion de fagos para aislar ligandos que enlazan moléculas biolégicamente relevantes ha sido rese-
fiado en Felici et al. (1995), Katz (1997) y Hoogenboom et al. (1998). Diversas bibliotecas combinatorias aleatorias
de péptidos han sido construidas para seleccionar polipéptidos que enlazan diferentes objetivos, e.g. receptores de
superficie celular o ADN (Kay y Paul), 1996).

Proteinas y proteinas multiméricas han sido fago-desplegadas con éxito como moléculas funcionales (véanse Chis-
well y McCafferty, (1992). Adicionalmente, fragmentos funcionales de anticuerpos (e. g. Fab., Fv de cadena sencilla
Fv [scFv]) han sido expresados (McCafferty et al. (1990); Barbas et al. (1991); Clackson et al. (1991)) y algunas
de las desventajas de la tecnologia de anticuerpos monoclonales humanos han sido superadas ya que se han aislado
fragmentos de anticuerpos humanos de alta afinidad (Marks et al. (1991) y Hoogenboom y Winter (1992)).

Informacion ulterior sobre los principios y practica de la exposicion de fagos se brinda en Phage display of peptides
and proteins: a laboratory manual Ed Kay, Winter y McCafferty (1996), cuya presentacién se incorpora aqui como
referencia.

Los ligandos sustractivo y objetivo preferentes incluyen antigenos, ligandos receptores y objetivos de enzimas que
comprenden al menos uno de entre carbohidrato, proteina, péptido, lipido, polinucleétido, moléculas inorgdnicas y
moléculas conjugadas.

Los antiligandos preferentes que componen la biblioteca antiligando de la presente invencion incluyen anticuerpos
y variantes de enlace de antigenos, derivados o fragmentos de éstos; moléculas andamiaje con superficies estructuradas
variables; receptores; y enzimas.

Atun de mayor preferencia, el ligando y sus medios de separacién se exponen a un estimulo que influye en la
expresion de los ligandos objetivo sobre dichas construcciones de ligando, para investigar los antiligandos especificos
para cambios en la expresion de ligando en situaciones dadas.

Los antiligandos seleccionados identificados mediante la presente invencién pueden subsecuentemente utilizarse
en la produccién de una composicién farmacéutica para uso en medicina para el tratamiento, imagen, diagndstico o
prondstico de enfermedad. Los antiligandos basados en anticuerpos y mds importante en anticuerpos humanos tienen
gran potencial terapéutico.

Un aspecto ulterior de la presente invencion, se ejemplifica mediante el uso de medios computarizados para llevar
a cabo el método de la presente invencion, e incluye ademads un producto de programa informético, que comprende un
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medio informadtico de lectura con medios adaptados de codificaciéon mediante programa informdatico, de manera que
cuando dicho programa se carga en un ordenador, hace que el ordenador ejecute el procedimiento del método.

Adicionalmente la presente invencién incluye un programa informético, distribuible mediante transmision electré-
nica de datos, que comprende medios adaptados de codificacién mediante programas, de manera que cuando dicho
programa se carga en un ordenador, hace que el ordenador ejecute el procedimiento del método.

Definiciones

Mediante “biocernido” queremos sefialar un método de seleccién de un miembro de un par deseado de enlace
antiligando-ligando, basado en su capacidad para enlazar con gran afinidad al otro miembro.

Mediante “ligando” incluimos el significado de un miembro de un par de enlace ligando/antiligando. El ligando
puede ser por ejemplo, una de las hebras de dcido nucleico en un par complementario, de enlace diplex hibridizado
de 4cido nucleico; una molécula efectora en un par de enlace efector/receptor; o un antigeno en un par de enlace
antigeno/anticuerpo o fragmento de antigeno/anticuerpo.

Mediante “antiligando” incluimos el significado del miembro opuesto de un par de enlace ligando/antiligando.
El antiligando puede ser el otro(a) de las hebras de 4dcido nucleico en un par de enlace diplex de 4cido nucleico
hibridizado, complementario, la molécula receptora en un par de enlace efector/receptor; o un anticuerpo o molécula
de fragmento de anticuerpo en par de enlace antigeno/anticuerpo o antigeno/fragmento de anticuerpo, respectiva-
mente.

Mediante “antigeno” incluimos el significado de una molécula o compuesto quimico que es capaz de interactuar
con anticuerpos pero no necesariamente producir una respuesta inmune. Tales antigenos incluyen, pero no se limitan
a moléculas de proteina, péptido, nucledtido, carbohidrato, lipido o un conjugado de éstos.

Mediante “ligandos expresados diferencialmente” indicamos ligandos que se expresan o a niveles que difieren
entre las fuentes objetivos y sustractivas, incluyendo aquellas expresadas solo en ciertas condiciones/lugares y no en
otros; o donde el ligando objetivo o el sustractivo es una versién modificada del otro a partir de ligandos objetivo
o sustractivos. Por ejemplo, algunos antigenos se expresan a un alto nivel sobre las superficies celulares de células
enfermas (e. g. células cancerosas y a bajos niveles o no del todo en las células sanas equivalentes (e. g. células no
cancerosas).

Mediante “ligandos de baja expresién” indicamos aquellos ligandos que se expresan a bajos niveles i.e. menos
de 20.000 copias por célula (esto incluye la mayoria de los receptores naturales expresados de superficie celular) o
ligandos que ocurren a una frecuencia de menos del 1% respecto a cualquier otro ligando de mayor expresion en la
muestra de poblacién de ligandos positivos.

Mediante “construccién de ligandos” indicamos un sistema que comprende ligandos objetivos y/o sustractivos
asociados con medios de separacion.

El término “variante de anticuerpo” debe tomarse para referirse a cualesquiera anticuerpos sintéticos, anticuerpos
recombinantes o hibridos de anticuerpo, tales como, pero no limitados a, una molécula de anticuerpo de cadena sencilla
producida por exposicion de fagos de variable de cadena ligera y/o pesada de inmunoglobulina y/o regiones constantes,
u otra molécula inmunointeractiva capaz de enlazar a un antigeno en un formato de inmunoensayo que es conocido
por parte de los expertos en la técnica.

El término “derivado de anticuerpo” se refiere a cualquier molécula modificada de anticuerpo que es capaz de
enlazar a un antigeno en un formato de inmunoensayo conocido por aquellos expertos en la técnica, tal como un
fragmento de un anticuerpo (e.g. fragmento Fab o Fv), o una molécula de anticuerpo que es modificada mediante
la adicién de uno o mds aminoécidos u otras moléculas para facilitar el acople de los anticuerpos a otro péptido o
polipéptido, a una proteina portadora grande o a un sostén sélido (e.g. los aminoécidos tirosina, lisina, acido glu-
tdmico, acido aspdrtico, cisteina y derivados de éstos, grupos acetilo-NH, o grupos amido-COOH terminales, entre
otros).

Mediante “centrifugacion de densidad” indicamos la separacion de {tems e.g. células, organelas y macromoléculas
segun sus diferencias de densidad. Esta separacién se logra mediante centrifugacion utilizado un gradiente de densidad
de una solucién apropiada, a través del cual los items a separar se mueven (desplazan) sobre la base de su densidad.

La “Ley de Accién de Masa” es una ley universal de la naturaleza aplicable bajo cualquier circunstancia. Esta ley
establece que para la reaccion:

aA+bB - cC+dD
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y si ese sistema estd en equilibrio a una temperatura dada, entonces la siguiente proporcion es una constante:

[CIld)’ _
[4F[B) ¢

donde:
A, B, C & D =son los participantes en la reaccion (reactantes y productos)
a, b, ¢, & d = los coeficientes necesarios para una ecuacién quimica balanceada
Y donde la constante se calcula en términos de concentracion (indicada por []) y K tiene unidades M@+,

Mediante “conjunto(s) de datos” indicamos un conjunto de informacién que describe el compuesto en una forma
apropiada para darle entrada en un ordenador para procesamiento automdtico de esa informacion. La informacién
brindada puede, por ejemplo, referirse al nimero de moléculas antiligandos.

Mediante “determinacién automdtica” indicamos el uso de ecuaciones derivadas de la ley de accién de masa,
mediante un ordenador u otro dispositivo automatizado, para determinar a partir de los datos brindados, las cantidades
de ligando necesarias para llevar a cabo la presente invencion.

Descripcion de las realizaciones preferentes y de los dibujos

Los ejemplos que incorporan ciertos aspectos de la presente invencién se describen ahora, con referencia a las
siguientes figuras en las cuales:

Figura 1 - La captura de antiligandos complejos a ligandos como una funcién de densidad de ligando objetivo
donde: Kd = 10 nM, nimero de copias de ligando objetivo antiligando especifico (A)= 200, Volumen = 2,5 ml.

Figura 2 - La captura de molécula antiligando sobre construcciones de ligandos objetivos como una funcién de 1)
el ndmero de ligandos expresados sobre las construcciones de ligandos sustractivos y objetivos respectivamente y 2)
el nimero de construcciones de ligandos objetivos y sustractivos utilizados en el proceso de seleccién. Los nimeros
indicados representan la captura de antiligandos (sobre construcciones de ligandos objetivos) con especificidad para
ligandos representados en la Tabla I. Los pardmetros de reaccién Kd= 10 nM, nimero de copias de ligandos objetivos
especificos a antiligandos T= 200 para todas las especificidades antiligando, volumen (V)= 2,5 ml.

Figura 3 - Captura de antiligando sobre células objetivo como una funcién de especificidad y afinidad antiligando.
Categorias de antigenos como se describen en la Tabla 1. Entrada de célula objetivo (C,) es 5x107, entrada de célula
sustractiva (C,) es 10'°, volumen (V) es 2,5 ml y asumiendo una entrada de ligando antiligando especifico (A) de 200.

Figura 4 - Histograma que muestra frecuencias de especificidad antiligando como una funcidén de exceso de ligando
sustractivo (células) afiadida y el nimero de rondas de seleccion realizadas. Histogramas que muestran los nimeros
de antiligandos aislados con diferentes especificidades. Aplican los pardmetros de reaccion de la Figura 2.

Figura 5 - Abundancia de poblacién objetivo de ligandos independiente, pero abundancia de poblacién de ligan-
dos objetivos a sustractivos dependiente de aislamiento de antiligandos con especificidad para ligandos de diferente
abundancia dentro de poblacién de ligandos objetivos y entre poblaciones de ligandos objetivos y sustractivos como
se describe en la Tabla 2. Los parametros de reaccion de la Figura 2 se aplican y el exceso de poblacién de ligandos
sustractivos es x 200 como se describe en el ejemplo 4.

Figura 6 - La elucién de fago especifico CD40L y de fago enlazador general de fibroblastos de ratén luego de
seleccion de células de fibroblastos de ratén no transfectadas (3T3), células de fibroblastos de ratén transfectadas CD32
(CD32-3T3) o células de fibroblastos de ratén transfectadas CD40L (CD40L-3T3). Las lineas de puntos muestran el
nimero tedrico de fagos especificos CD40L enlazados a células CD40L-3T3 en equilibrio dado un nimero de entrada
de particula especifica CD40L de fagos de 10° o0 10° y pardmetros utilizados en el proceso de seleccion.

Figura 7 - Numeros (Figura 7A) y proporciones (figura 7B) de particulas especificas de fago CD40L a fago en-
lazador general de fibroblastos (determinado por cfu después de infeccion de E. coli HB101F’ y colocado en placas
LA contentivas de antibidticos apropiados), luego de seleccion en ausencia de ligandos sustractivos (solamente célu-
las CD40L-373), preseleccién utilizando un exceso en cuatro veces de células 3T3 transfectadas a partir de CD32, y
preseleccién utilizando un exceso en cincuenta veces de membranas celulares de células 3T3 transfectadas a partir de
CD32.

Figura 8 - Reactividad de clones scFv de clones de célula B (Ramos) versus célula T (Jurkat): (Figura 8 A) Pro-
porcién de impacto de clones seleccionados luego de tres rondas de biocernido de concurrencia utilizando la presente
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invencién. (Figura 8B). Proporcién de impacto de clones seleccionados luego de tres rondas de preseleccién conven-
cional negativa (célula T) y luego de seleccion positiva (célula B). Eje Y =reactividad de células B de clones (conteos *
intensidad de fluorescencia). Eje X = reactividad de células T de clones (conteos * intensidad de fluorescencia). Enlace
ScFv examinado utilizando un instrumento FMAT macro confocal de identificacién de elevada productividad.
Ejemplo 1
Derivando Ecuaciones

Aplicando la Ley Universal de Accién de Masas (LMA), puede calcularse el nimero de ligandos necesarios para
aislar antiligandos a ligandos de baja expresion y/o ligandos expresados diferencialmente a partir de bibliotecas de
exposicion de alta diversidad.

La LMA establece que el enlace irreversible no covalente (enlace de hidrégeno, electroestitico, Van der Waals o
fuerzas hidréfobas) entre un antiligando A y su ligando objetivo T, y su complejo AT estd dado por la interaccion en
equilibrio A + T AT con la constante de disociacion de equilibrio o afinidad Ky=[A][T]/[AT].

La interaccion en equilibrio entre antiligandos con especificidad idéntica (A) para un ligando objetivo (T) puede
describirse como

A (bA) enlazado & A (fA) libre + T (fT) libre

con:

T
K= U

Se conoce que el total de A o de T es la suma de A o T libre y enlazado
i.e. [A] (Total A) = [fA] + [bA], y [T] (Total T) = [fT] + [bA]

Por tanto en (I) reemplazando [fA] por [A]-[bA], y [fT] por [T]-[bA]
[T]-[b4]
={{ 4] - [bA | {
(- an

Que se reordena para formar

(K, AbA) = ((ANT] ~[A)(64)) - (TI(b4) - (247

0 =[bA]" - (A4)+(T]+ K, JbA]+[AYT)

Esta ecuacion simultanea tiene la solucion

2
[bA]=-q£‘-lt[2Qi&)t JW‘IA][”

donde la raiz negativa es la relevante:

-[4){T]

] - LK) JEAMI;JM,)’

2
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Sustituyendo concentraciones para nimeros de particula/el nimero de particulas por mol (C)/unidad de volumen
(V) se obtiene

(A+T+K,) (A+T+KJ
b e (@) 7Y J\&h) (G ") AT

(&) 2 4 (Cxv)

y simplificada

y =£A+T+a;.,>x(cm)_ J(¢+T+(K:)x(0xm’ AT

donde

A= niimero total de antiligandos A

T= niimero total de ligandos T

V= constante de Avogrado (6,022x1023 particulas/mol)

Dado que la LMA se aplica a cada reaccién entre diferentes antiligandos con afinidad y especificidad dada para
sus respectivos ligandos objetivos, el nimero de antiligandos enlazados a ligandos después de un proceso de seleccién
puede calcularse aplicando la LMA y la ecuacion (III).

Ademds, si no hay diferencia cualitativa entre los antiligandos asociados con las poblaciones de ligandos sustrac-
tores u objetivo, i.e. que no hay cambio en las propiedades fisico quimicas del ligando durante el método, entonces el
nimero de antiligandos que han enlazado a ligandos objetivo en equilibrio serd igual al nimero total de antiligandos
enlazados multiplicado por la proporcion de ligandos objetivo en construcciones de ligandos objetivo a ligando total (
ligando sustractivo y objetivo):

Introduciendo:

C,= el nimero de construcciones de ligando objetivo

Cs= el nimero de construcciones de ligando sustractivo

Tp = el niimero de ligandos T en C,

Ty = el ndmero de ligandos T en Cg

Si las construcciones objetivo y sustractivo se mezclan entonces el nimero total de ligandos sera:

T = (Tp x Cp x Ts x Cs)

Y el nimero de antiligandos (A) enlazados a las construcciones positivas en equilibrio (bAp) estd dado por:

T xC
bAP :—.be.(....’.’.{__’;.)_ (IV)

Tot

Ademis la combinacién de ecuaciones (IIT) y ) (IV) arroja:

_[usrrkomon) J(A+r+u<,)x<w))’_ [ @)
* 2 4 AT @) +(TaC)

4
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Ejemplo 2
Optimizando concentraciones de ligandos

Las ecuaciones ejemplificadas en el ejemplo 1 muestran que la utilizacion de altas concentraciones tanto del primer
ligando sustractivo y del segundo ligando objetivo son importantes en la recuperacion eficiente de antiligandos con es-
pecificidad para ligandos de baja expresion y diferencialmente expresados, asi como para la reduccion de antiligandos
con especificidad para ligandos cominmente expresados.

La concentracion de ligandos puede incrementarse por diversos medios. En todos los casos la concentracién de
ligando se aumenta desplazdndose del acople bidimensional de ligando (acople a una fase sélida bidimensional) al uso
de ligando libre en suspensién o solucién (tridimensional).

En casos donde el enlace es dependiente de que el ligando utilizado esté en su configuracién original, tal como los
ligandos de superficie celular, entonces la concentracién de ligando se maximiza incrementando la proporcién de area
superficial de construccion de ligando a volumen de construccion de ligando.

Por ejemplo, los antigenos de superficie celular pueden utilizarse en la forma de pequefias vesiculas de membranas
de plasma libres en suspension, en oposicion al uso de células completas sujetas a una superficie bidimensional. Esto
tiene la ventaja adicional de aumentar la estabilidad del ligando en suspension o solucién, promoviendo por tanto la
interaccidn de equilibrio ligando-antiligando.

Si la fuente ligando tiene una forma esférica (o sustancialmente esférica), esto se describe matemdaticamente me-
diante la siguiente ecuacion:

Ap/Vp= (4n) (4nr’/3)=n/3r

donde
Ap= érea de la esfera
Vp= volumen de la esfera

i.e. a menor radio de la esfera, mayor la proporcién de ligandos/volumen y ligando de mds particulas (tipo suspen-
sién).

Ejemplo 3
Probando la ecuacion 111

Las bibliotecas moleculares altamente diversificadas, tales como las bibliotecas de fago exposicion, tipicamente
comprenden algunos 1 x10' miembros de bibliotecas de genotipos dnicos. Al considerar una biblioteca de fagos, un
caldo tipico de biblioteca de 2,5 ml (Volumen - V) contiene un total de 2x10'3 proteinas expuestas, significando que
cada miembro individual de la biblioteca tiene 2.000 proteinas expuestas, i.e. que cada genotipo estd representado
por 2 000 copias. Como promedio, un 10% de estas particulas (200) (antiligandos objetivo especificos - A) puede
estimarse que expone capacidad de enlace de ligando.

La insercién de estos pardmetros en la ecuacién III y el uso de una afinidad de enlace deseada de un buen antili-
gando (K4 < 10 nM), el nimero minimo de ligandos (T) necesarios para “capturar” (bA - antiligandos enlazados) un
nimero dado de antiligandos de genotipo especifico puede calcularse aplicando la ecuacién III (Figura 1).

Cuando se utilizan células como la fuente de ligandos, estos pardmetros bordean aquello que es pricticamente
factible utilizando células enteras en procedimientos convencionales de biocernido. El nimero de células que pueden
suspenderse en un volumen de 2 ml es finito, ya que el incremento del nimero de células resulta en una viscosidad
incrementada del medio, fuerzas de corte y deterioro de la interaccién de la afinidad de equilibrio entre antiligando y
ligando objetivo. La superacion de estos problemas mediante los métodos de la presente invencién permite el aisla-
miento de antiligandos a ligandos de baja expresion presentes en solo una minoria de células dentro de una poblacién
celular heterogénea.

Al intentar aislar los antiligandos que son especificos para ligando(s) que son mds abundantes en una poblacion de
ligandos comparada con otra - e.g., antigenos en células de cancer versus células no cancerosas - hay una demanda
atin mayor de utilizacién de altas concentraciones de antigeno en una forma controlada. En una biblioteca molecular
altamente diversificada existirdn en principio, antiligandos para cada ligando presente en la mezcla. Los antiligandos
especificos para ligandos tnicos o sobrerregulados requieren del enriquecimiento relativo a antiligandos comunes.

10
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El enriquecimiento puede alcanzarse mediante un procedimiento de biocernido de concurrencia en el cual se afia-
den en exceso ligandos de la poblacién de control.

Una biblioteca molecular contiene antiligandos con especificidad a un gran nimero de diferentes ligandos cuyas
concentraciones difieren entre dos mezclas dadas de complejo de ligandos - ejemplificada aqui por, pero no restringida
a, - como se muestra en la Tabla I.

Se asume ademds que los ligandos sobrerregulados o tnicos son poco frecuentes en comparaciéon con ligandos
distribuidos de manera similar entre las construcciones de células de ligando sustractivo y objetivo (indicado en la
Tabla I por representantes de antiligandos 100 mil veces mayores para categorias de ligando TN1 y TN2).

En la Tabla I, los antigenos (ligando) se dividen en categorias en base a su expresién absoluta y relativa entre
construcciones de ligando objetivo y sustractivo. En este ejemplo, las construcciones de ligando son células, y se
asume que dos poblaciones diferentes de células difieren en su expresion de ciertos antigenos, pero también comparten
expresion de otros ciertos antigenos.

Antigenos que pertenecen a las categorias TR1 y TR2 son expresados solo en células objetivo (TR=célula objetivo
restringida); antigenos de las categorias TE1, TE2, TE3 y TE4 son expresados y enriquecidos a diferente nivel sobre
células objetivo cuando se comparan con las células sustractivas; y antigenos objetivo que pertenecen a las categorias
TN1.X y TN2.X son aquellos antigenos expresados a densidades iguales tanto sobre células objetivo como sustractivas,
pero a diferentes nimeros absolutos por célula.

Es mads, se asume que antigenos expresados a iguales densidades sobre células objetivo y sustractivas (TN1.X y
TN2.X) son 100 mil veces mas comunes que la célula objetivo enriquecida (TE) o antigenos tnicos (TR).

TABLA I

Categorias de molécula antiligando por antigeno célula positiva y prevalencia de antigeno célula sustractiva

Categoria antiligando Especificidad antiligando | Expresion céluia positiva | Expresion célula
(antigenos/célula) Tp sustractiva Ts

R1 R Antigenc TR1 1.000.000 0
R2 & Antigeno TR2 100.000 0
E1 B Antigeno TE1 50.000 1.000
E2 . Antigeno TE2 50.000 10.000
E3 O Antigeno TE3 10.000 1.000
E4 B Antigeno TE4 5.000 1.000
N1.1-N1.100 000 Antigeno TN1.1- 100.000 100.000

0 TN1.100 000 (x100.000) {x100.000)
N2.1-N2.100 000 Antigeno TN2.1- 1.000.000 1 000.000

] TN2.100 000 {x100.000) {x100.000)

Ejemplo 4

Probando la ecuacion V

Si los antiligandos R1, R2, N1 y N2 derivados de una biblioteca molecular altamente diversificada se mezclan con
sus respectivos antigenos objetivo TR1, TR2, TN1 y TN2, y en los que ocurre la expresioén diferencial sobre células
objetivo y sustractivas, entonces el niimero de antiligandos enlazados a células positivas en equilibrio estd dado por

si1p = { R TR (K)(CP) J(mm-»(x,)x(cm)’ RLTRI (TR1,2C,)
2 4 (7R1,2C,)+ (7R1, 2C,))

—_— M1+ ™M+ (K DY) J(NH W+ ECV) o] (TN, xC,)
2 4 l@,xC,)+ (W, xC,))

y as{ sucesivamente.

11
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Sustituyendo los nimeros de antigeno TR1, TR2, TE1,..., TE4, TN1 y TN2 con los niimeros mostrados en la Tabla
I, y manteniendo todos los otros pardmetros constantes y como se describié anteriormente, el nimero de antiligandos
especificos para diferentes categorias de antigenos que estdn enlazados a antigeno de célula objetivo (poblacién) en
equilibrio, siguiendo seleccién competitiva, puede calcularse como una funcién de células objetivo y células sustrac-
tivas afiadidas (Figura 2).

En esencia la Figura 2 demuestra lo siguiente:

e La adicion incrementada de ligando objetivo resulta en el aislamiento de ndmeros incrementados de antili-
gandos con especificidad para:

a) Ligandos sobrerregulados de célula objetivo y ligandos tnicos de célula objetivo; y
b) Ligandos menos abundantes sobrerregulados de célula objetivo.

e La adicién incrementada de células sustractivas resulta en una mejor substraccion (retiro) de antiligandos
con especificidad a ligandos expresados a densidades iguales sobre células objetivo y células sustractivas,
de manera que, a concentraciones de ligando suficientemente elevadas y proporciones entre célula objetivo
y sustractivas, todos los antiligandos con especificidad a ligandos cominmente expresados serdn enlazados
a las células sustractivas (e.g. Figura 2 - 5x107 células objetivo y 1x10' células sustractivas).

En el ejemplo anterior, y dado los pardmetros de reaccion de la figura 2, para que los antiligandos con especificidad
para todos los ligandos sobrerregulados de célula objetivo (incluyendo la categoria E4 de antigenos de baja expresion
y baja sobrerregulacién) a ser aislados, se necesita utilizar 5x107 células positivas en el proceso de seleccidn.

Un exceso de ligando sustractivo de doscientas veces (1x10'%) agotard todo antiligando con especificidad para
ligandos comtinmente expresados mientras que se retienen antiligandos con especificidad para todos los ligandos
unicos o sobrerregulados de célula objetivo.

En un esquema de proceso de seleccion diferente, en el que el nimero de copia de antiligando no se mantiene
constante, la utilizacién de 5 000 copias de antiligando (de genotipo idéntico o diferente) contra cada ligando requeriria
1x10° células objetivo y x 5x10° células sustractivas para poder capturar antiligandos de todas las especificidades
deseadas y el retiro de antiligandos con especificidad para todos los ligandos comtinmente expresados.

Para el agotamiento de antiligandos con especificidad para ligandos comtinmente expresados, la proporcién de
construccién de ligandos objetivos a sustractivo utilizada en el proceso de seleccidn necesita exceder el nimero total
de antiligandos enlazados con especificidad para los ligandos comtinmente expresados mds elevados.

El umbral para tal agotamiento puede determinarse empiricamente dosificando la entrada del miembro de la bi-
blioteca (de una biblioteca molecular altamente diversificada) para el proceso de seleccion. Si se cumplen los criterios
anteriores, solo antiligandos con especificidad para célula objetivo enriquecida o ligandos unicos de célula objetivo,
predominaran sobre antiligandos con especificidad para ligandos cominmente expresados independientemente de sus
afinidades (Figura 3).

Antiligandos de baja afinidad (Kd=1 uM en la Figura 3) que se adhieren a las células son entonces capaces de ser
arrastrados. Debido a efectos de viscosidad, fuerzas de corte incrementadas y deterioro de la reaccién de equilibrio
entre ligando y antiligando, el nimero de células necesarias para cumplir estos criterios excede lo que es factible
utilizando células enteras, bibliotecas moleculares actualmente disponibles y técnicas de biocernido establecidas.

Como alternativa al agotamiento inmediato de todos los antiligandos con especificidad para ligandos comuinmente
expresados de poblacién objetivo/poblacién sustractiva, pueden realizarse multiples rodas de seleccion para enriquecer
respecto a antiligandos con especificidad para ligandos presentes de manera tnica o sobrerregulada sobre la célula
objetivo. En dependencia de la calidad de la biblioteca antiligando, la abundancia esperada del ligando objetivo de
interés, y de la capacidad de construccion de ligandos sustractivo, puede resultar ttil tal metodologia.

Las proporciones entre antiligandos con diferentes especificidades aumentan exponencialmente con el niimero
de rondas de seleccién. Si la concentracién total de ligando objetivo (A) es mucho mayor que la concentracién de
moléculas de antiligando libre (fT) ([A] >>>[fT]), como es el caso en cualquier proceso dado de seleccién que utiliza
bibliotecas moleculares altamente diversas, entonces la concentracidon de ligando libre puede reemplazarse por la
concentracion total de ligando ([fT] ~[T]) arrojando Kd =[fA] x [T]/[bA]. Reemplazando [fA] por [A]-[bA] arroja ~
([AJ-[bA]) x [T)/[bA] y reagrupado a [bA] =[A] x [T]/(Kd + [T]).

Reemplazando concentraciones para nimeros de particula/nimero de particulas por mol (C)/volumen (V), el ni-
mero de antiligandos capturados se obtiene como bA ~AxT/(CxVxKd+T).

Si se mezclan células objetivo con células sustractivas, el nimero de antiligandos capturados sobre células objetivo
(bA,) estd dado por bAp *bA x (Tp X Cp)/Trpy *A X T /(C x V x Kd + Trp) X (T}, X Cp)/ T *A/(C x V x Kd + Trp) X
(T, x Cp).
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- AxT,, T,xC,
P\ Cox(K, + T;,) )\ (T,xCP) +(T,xC,)

Vi

&g T,xC »
CxVx(K, +Tr,) ] \ (T,C*) + (T, xC,)

es constante entre rondas de seleccioén (pardmetros de reaccion diferentes de la entrada antiligando (A;,)) e igual a @
para la interaccién del antiligando, - ligando, y 8 para antiligandog - ligandog, entonces el nimero de antiligandos
capturados en la seleccion 1 especifica para ligando, estd dada por al=A;, x @, y los antiligandos capturados especificos
para el ligandog estdn dados por b1=B;, x .

De manera similar, siguiendo la amplificacién x-veces de antiligando eluido el nimero de antiligandos capturados
sobre ligandos de célula objetivo A o B en la ronda de seleccién 2 estd dado por a2= x*al=x* A;, X ax @ y b2=x*bl=x*

B, x 5x .

En la ronda de seleccién 1 la proporcién de antiligandos capturados especificos para ligando, a antiligandos es-
pecificos capturados para ligandog estd dada por (A;, X @)/(B;, X 8). En la seleccién dos la proporcién serd (A;, X ax
a)/(B;, x Bx f8), y después de n selecciones la proporcion serd (A;,/B;,) x (/)"

Por tanto, al incrementarse las rondas de cernido, los antiligandos con especificidad para células objetivo tnicas o
ligando(s) sobrerregulados prevaleceran sobre antiligandos con especificidad a ligandos comtinmente expresados.

Sin embargo, multiples rondas de cernido también disminuyen la frecuencia de antiligandos sobre las construccio-
nes de ligando objetivo con especificidad para ligandos de célula objetivo unica de baja expresién o enriquecidos (en
comparacion con antiligandos con especificidad para ligandos de célula objetivo tnica altamente expresados o enri-
quecidos) e.g. proporciones de antiligandos de las categorias E4 a R1 incrementan de 1:44 a 1:25 000 después de tres
rondas de cernido cuando se utilizan 10® células objetivo y 10° células sustractivas (Figura 4). Esto prolonga el proceso
de identificacién para tales antiligandos y por tanto demuestra ain mds la necesidad de utilizacién de concentraciones
de ligando tan altas como sea posible en el proceso de seleccidn.

Se llevan a cabo multiples rondas de seleccién utilizando pardmetros de reaccion diferentes de la entrada antiligan-
do (volumen, niimero de de células objetivo y sustractivas) que se mantienen constantes (Figura 4).

Si se utilizan concentraciones de ligando lo suficientemente altas todos los antiligandos que posean, e.g. niveles na-
nomolares de afinidad de enlace se enlazarfan a su ligando respectivo. Con pardmetros de reaccién como los utilizados
en los ejemplos previos tomaria alrededor de 7x10" ligandos para lograr esto.

Si la poblacién menos abundante de ligando de interés estd presente a tales niveles, y si la poblacién de ligando
sustractivo se afiade en exceso en comparacion con la poblacién de ligando objetivo excediendo el nimero de antili-
gandos complejos en equilibrio (200 en este caso), serdn aislados antiligandos especificos para ligandos que son mas
abundantes en la poblacion original de células objetivo comparadas con la poblacién de células sustractivas en nime-
ros que incrementan en linea con el incremento en la poblacion de células objetivo en comparacién con la poblacién
sustractiva en una manera independiente de la abundancia de la poblacién de ligando objetivo.

Antiligandos con especificidad para ligandos encontrados en nimeros idénticos en poblaciones de ligando objetivo
y sustractivo originales serdn enlazados al ligando sustractivo (Tabla II/Figura 5).
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TABLA II

Categorias molécula antiligando mediante prevalencia de poblacion de antigeno positivo y poblacion de
antigeno negativo

Categoria | Especificidad antiligando Abundancia poblacién de | Abundancia poblacion de
antiligando antigeno positivo antigeno negativo
(moléculas x 3,5x10-14)Tp | (moléculas x 3,5x10-14)Ts
[ | Antigeno positivo poblacion 1,00E+06 0,00E+00
restringida
A | Antigeno positivo poblacién 1,00E+06 1,00E+04
enriquecida
B | Antigeno positivo poblacion 1,00E+05 1,00E+03
enriquecida
o 0O Antigeno positivo poblacion 1,00E+06 1,00E+05
enriquecida
D | Antigeno positivo poblacién 1,00E+05 1,00E+04
enriquecida
E | Antigeno positivo poblacion 5,00E+00 1,00E+00
enriquecida
[} Antigenos cominmente abundantes 1,00E+06 1,00E+06
(altamente abundantes) poblacién
positiva y negativa
n Antigenos comUnmente abundantes 1,00E+02 1,00E+02
(poco frecuentes) poblacion positiva y
negativa

Ejemplo 5
Realizacion preferente

En un aspecto preferente la presente invencion se utiliza para aislar los antiligandos con especificidad para an-
tigenos de superficie celular en su configuracién original e independiente de su naturaleza (proteina, carbohidra-
to, lipido, complejo). Adicionalmente los antigenos enlazados son aquellos sobrerregulados o expresados unica-
mente sobre un tipo de célula en comparacién con otro (e.g. célula cancerosa transformada, célula infectada vi-
ral/microbiana/parasitaria/fungosa u otra célula estimulada mediante agonista o mediante infeccién versus células
de control). (Figuras 2, 4 y 5).

Cuando se utiliza para seleccién de antiligandos derivados de anticuerpo (e.g. antiligandos codificadores scFV,
Fab, o Fv), el método, simultdneamente con el proceso de identificacion, genera anticuerpos terapéuticos candidatos
que reaccionan con antigeno objetivo en su configuracion original en la membrana celular.

Debido a que se necesitan grandes concentraciones de antigeno, el antigeno se utiliza en una forma que no deteriore
la reaccién de equilibrio. Por tanto, el antigeno se utiliza en formas que ocupen espacio minimo e impongan poco
aumento en viscosidad y fuerzas de corte.

Por ejemplo, cuando se busca antiligandos a antigenos de superficie celular, puede utilizarse un proceso de de bio-
cernido de concurrencia que utiliza células objetivo enteras y exceso de membranas celulares sustractivas mezcladas
con miembros de una biblioteca molecular antiligando altamente diversificada, seguido de separacién por densidad
sobre un gradiente de albtimina de suero bovino Ficoll o Percoll y aislamiento selectivo de células objetivos y antili-
gandos especificos para antigenos de células objetivo sobrerregulados y tnicos.

En esta metodologia la poblacién de ligando objetivo (antigeno) estd en la forma de células enteras (alta densidad)
y el ligando sustractivo (antigeno) estd en la forma de vesiculas de membranas de plasma o células extraidas del nicleo
(baja densidad).

Las poblaciones de antigeno objetivo y sustractivo estdn mezcladas con miembros de una biblioteca molecular
altamente diversa en una forma controlada basada en las ecuaciones aqui descritas.

Por ejemplo, 5 x107 células objetivo enteras se mezclan con vesiculas de membrana celular de 1x10' células
sustractivas y mezcladas con miembros provenientes de una biblioteca altamente diversificada en un nimero de copia
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de antiligando especifico de 200 (que produce tipicamente antiligandos de Kd=10"™ cuando se selecciona sobre
antigeno puro) uno puede esperar aislar los antiligandos especificos para antigenos sobrerregulados 10 veces o mas
incluyendo aquellos expresados a densidades tan bajas como 10 000 por célula objetivo.

La reaccion se incuba para alcanzar equilibrio. Después de un biocernido de concurrencia, los miembros de la
biblioteca enlazados a la poblacién objetivo se separan de los antiligandos no enlazados y de aquellos antiligandos
no enlazados para controlar al antigeno sustractivo mediante separacion de centrifugacion por densidad, resultando en
enriquecimiento de fagos especificos para antigenos altamente expresados presentes entre la poblacion estudiada.

Donde la expresion del antigeno objetivo deseado sea superior en la poblacidn sustractiva el proceso se invierte,
de manera que la poblacién de ligando sustractivo se convierta en la poblacién de ligando objetivo y viceversa.

Ademds de generar antiligandos con especificidad para ligandos diferencialmente expresados y Unicos, el uso de
diferentes medios de separacion de densidad sobre un gradiente de densidad, ofrece diversas ventajas incluyendo:

= Separacion fisica y espacial de antiligandos complejos a ligando positivo de antiligandos no enlazados y
antiligandos con especificidad para ligando encontrado en la poblacién de control.

» FEl lavado Ficoll aumenta la fuerza de corte. Por tanto, tal lavado es més eficiente y se necesitan menos
repeticiones de lavado (rondas de cernido); y hay disociacién minima de antiligandos de interés enlazados
especificamente (afinidad mas elevada)

= No requiere etiquetado o modificaciéon quimica de células (compare FACS (clasificador celular activado por
fluorescencia) o MACS (clasificador celular activado magnético) basado en biocernido de concurrencia)
que pueda alternar la configuracién/conformacién y/o composicién de la superficie celular del ligando.

Ejemplo 6
Todas las vesiculas de membranas como medios de separacion

Células enteras pueden ser reemplazadas por vesiculas de membrana producidas en un medio de densidad superior,
permitiendo concentraciones aliin mayores de ligando a ser utilizadas sin comprometer la reaccién de equilibrio.

Ejemplo 7
Probando los efectos del estimulo en regulacion ascendente/descendente de ligando

Una realizacién ulterior de la presente invencién puede utilizarse para aislar los antiligandos con especificidad
para ligandos celulares que se expresan a una densidad muy baja en solo un pequefio nimero de células dentro de la
poblacion celular bajo estudio.

Por ejemplo, un cierto estimulo puede sospecharse que dispare la sobrerregulacién o subregulacién de un antigeno
de superficie celular presente en una subpoblacién celular desconocida presente en sangre.

Células derivadas de sangre entera expuesta a este estimulo pueden mezclarse con membranas de plasma derivadas
de sangre entera antes de la exposicién al estimulo, y a una reacciéon competitiva de biocernido andloga a la antes
descrita.

Ejemplo 8
Uso diagndéstico del método de identificacion

Un ejemplo ulterior de la presente invencioén, permite que antiligandos contra ligandos presentes en diferente
abundancia en muestras bioldgicas (e.g. plasma, orina, liquido cerebroespinal) sean aislados a partir de bibliotecas
moleculares altamente diversificadas. Tales antiligandos pueden subsecuentemente ser usados para por, e.g. analisis
de expresion de proteina e identificacién de marcadores biolégicos potenciales.

Si se utilizan concentraciones suficientemente altas de ligandos, el método de la presente invencién permite el
aislamiento selectivo de antiligandos contra ligandos sobrerregulados o tinicos cuando se compara la composicion de
proteina en dos muestras diferentes (Figura 2). Esto permite finalmente el aislamiento de antiligandos especificos para
ligandos que son mds abundantes en una poblacién comparada con otra poblacidn, en una forma que es independiente
de las concentraciones relativas de ligando dentro de la poblacién de ligando positivo (Figura 5).

Debido a las concentraciones extremas de ligando necesarias para alcanzar esto ultimo, el ligando debe utilizarse
preferiblemente en suspensién o solucién. Por ejemplo, el ligando de la poblacion objetivo puede dividirse y etique-
tarse en diferentes posiciones para minimizar la destruccion y erradicacién de ligandos relevantes, mientras que los
ligandos de poblacién sustractiva pueden utilizarse sin etiqueta y tratarse mds superficialmente. El etiquetado de la
poblacion de ligando positivo brinda un medio para la recuperacion subsiguiente de poblacién de ligandos positivos y
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enlazadores enlazados a poblacién de ligandos positivos solo mediante el uso de ligandos etiquetados complejos con
e.g. perlas magnéticas etiquetadas mediante contador.

Una aplicacion de este método seria reunir y combinar muestras de plasma de una poblacién de pacientes con
cierta enfermedad y compararlas con una muestra de plasma de una poblacién de control. En este caso las muestras de
plasma del paciente se dividirian y etiquetarian, y la poblacién de control quedaria no etiquetada (véase ejemplo 11).

Ejemplo 9
Prueba Experimental de la(s) ecuacion(es)

Este ejemplo demuestra el uso experimental de la realizacion preferente - concurrencia de cernido mediante den-
sidad utilizando células enteras y vesiculas de membrana celular para aislar los antiligandos con especificidad para un
ligando unico de célula objetivo.

El fago modelo pkBitCD40L-2 es un fago especifico CD40L y el fago modelo pBitBLTR-2 es un fago general de
antiligando de fibroblasto de ratén (Biolnvent, Suecia).

Para demostrar la substraccién eficiente del fago con especificidad para antigenos comunes utilizamos el fago
pBitBLTR-2. Este fago se aislé en un proceso previo de seleccion respecto a su capacidad general de enlazar células
de fibroblastos 3T3 de ratén no transfectadas, transfectadas por CD32 y por CD40L.

La Figura 6 muestra el nimero de fagos portadores de resistencia a kanamicina (CD40L especificos) y fagos por-
tadores de resistencia a ampicilina (enlazador de fibroblasto de ratén) que fueron eluidas a partir de células 3T3 trans-
fectadas por CD40L (5x10°%), células 3T3 transfectadas por CD32 (2,6x10°), o células 3T3 no transfectadas (6x10°)
seguido de centrifugacion basada en biocernido utilizando un caldo de fagos de 900 ul contentivo de 10°pfu de CD40L
fago especifico, 10°pfu fago enlazador general de fibroblasto de ratén y 10'°pfu de fago de ayuda R408 (no resistencia
antibidtica).

La afinidad del fago CD40L especifico scFv se demostr6 previamente que era Kd=8x10"M. La expresién de CD40L
y CD32 de fibroblasto de ratén se confirmé manchando con anticuerpos monoclonales (MADb) y por andlisis de flujo
citométrico (no se muestra).

La especificidad antiligando de CD40L del fago resistente a la kanamicina se confirmé mediante recuperacion se-
lectiva de estos fagos a partir de fibroblastos de raton transfectados con CD40L. La especificidad general de fibroblasto
de rat6n del fago portador de resistencia a la ampicilina se confirmé mediante recuperacién de nimeros similares de
fagos portadores de resistencia a la ampicilina siguiendo elucién de fibroblastos de ratén transfectados por CD40L,
transfectados por CD32 y no transfectados (Figura 7).

La eficacia de la utilizacién de membrana en exceso como sustractivos de fago con especificidad irrelevante fue
demostrada comparando la proporcién de fagos resistentes a kanamicina y a ampicilina eluidos a partir de:

1) un proceso de seleccion con células transfectadas por CD40L solamente,

2) un proceso de preseleccion utilizando fibroblastos enteros de ratén transfectados por CD32 en exceso de
cuatro veces; y

3) un biocernido de concurrencia utilizando un exceso en 50 veces de membranas de plasma transfectadas por
CD32.

La concurrencia de membrana de plasma fue cinco veces mas eficiente que la preseleccion utilizando células
enteras; y la utilizacién de membranas resulté en una reaccion de seleccién menos viscosa en comparacién con el caso
de utilizacién de células enteras.

Métodos experimentales

Produccion de Fagos

Se utilizé una biblioteca de anticuerpos de fragmentos scFv humanos para aislar fragmentos de anticuerpo recono-
cedores del antigeno ligando CD40 (CD40L) sobre células 3T3 de ratén transfectadas por CD40L.

En la primera ronda de preseleccién se incubd la biblioteca (7x10'* CFU/ml, 1,8 ml) con 9,3x10° células no
transfectadas 3T3 de fibroblasto de ratén (1 ml) y 0,2 ml de medio R10 (RPMI 1640, 10% FCS, 1x aminodcidos no
esenciales, 2 mM EDTA, 50 mM HEPES, (GIBCO BRL, Gaithersburg, MD, 20877, USA) durante 75 min. a 15°C con
rotacién lenta y un volumen total de reaccion de 4,0 ml.
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Las células se centrifugaron durante 10 min. a 1 500 r.p.m, 15°C y el material flotante contentivo del fago se
transfirié a un segundo paso de preseleccion andlogo al primero, excepto en que se utilizaron fibroblastos de ratén
transfectados por CDs, (1x107).

Siguiendo a la preseleccidn, los fagos se precipitaron mediante tratamiento con glicol de polietileno (PEG), se
resuspendieron en 1 ml de medio R10 y se utilizaron para seleccidn positiva sobre 1x107 células 3T3 transfectadas por
CD40L. La seleccién positiva se llev a cabo a 20°C, durante 3 horas de rotacion lenta.

Las células se lavaron dos veces en gradientes de densidad consistentes en 40% de Ficoll/2% BSA/PBS (Gibco
BRL) de Dulbecco y una vez en PBS de Dulbecco solamente.

Los fagos enlazados se eluyeron de las células mediante resuspension en 1 ml de Glicina/HCL pH 2,2, a tempera-
tura ambiente durante 15 minutos, seguido de neutralizacién en 2M Tris-HCI (pH 7,4).

Luego de la centrifugacion y recoleccion de la fase eluida, el remanente de fagos enlazados se levigd en 1 ml de
solucién de tripsina EDTA x 0,4 (Gibco BRL) en medio R10. La preseleccién y seleccidn positiva se repitid tres veces
al igual que lo anterior.

La especificidad del fago ScFv seleccionado se determiné mediante, primero, identificacién de clones de fagos
individuales para reactividad contra fibroblastos de ratén 3T3 transfectados por CD32 o CD40L en ELISA celular.
Alrededor de un 20% de estos clones mostr6 reactividad selectiva con células transfectadas por CD40L y fueron
recogidos para un andlisis posterior.

Los clones seleccionados se convirtieron a formato scFv por escisién del fragmento de gen III y se produjeron
moléculas scFv en la cepa no supresora E. coli HB101. La especificidad de los clones se confirmé mediante ELISA de
célula scFv entera y citometria en flujo, utilizando células de fibroblasto de ratén 3T3 no transfectadas, y transfectadas
por CD32 y por CD40L.

Para el andlisis de flujo citométrico se detectd enlace scFv mediante anticuerpo antimarcado M2 biotinilado (Sigma
Chemical Co, St Louis, MO, USA) y adicién subsiguiente de Streptavidina PE ( DAKO, Glostrup, Denmark). La
afinidad del clon 7E para el antigeno CD40L fue Kd=8x10"°™ determinada por mancha de raspado profundo utilizando
células enteras 3T3 transfectadas por CD40L y una fuente antigénica (datos no publicados).

La seleccion del fago general de ratén pBitBLTR-2 se llevé a cabo esencialmente al igual que la del pKBitCD40L-
2, excepto que se utilizaron células 3T3 transfectadas por BLTR para la seleccion positiva. El clon BLTR-2 fue selec-
cionado como un clon que mostraba igual enlace a células 3T3 no transfectadas, que a células transfectadas por CD32
y CD40L, determinado mediante citometria en flujo al nivel de ScFv.

Biocernido concurrente

Caldo de fagos

10 cfu de fago especifico CD40L (Kan")

10° cfu de fago enlazador general de fibroblastos de ratén (Amp")

10" cfu de fago de ayuda R408 (no resistencia antibi6tica)

Células - Positivas (Construccion de segundo ligando objetivo)

A1l. 5x10° células de fibroblastos 3T3 de ratén transfectados por CD40L.
C1. 5x109 fibroblastos 3T3 transfectados por CD40L solamente.
C2.2,5x10° fibroblastos 3T3 transfectados por CDs, solamente (limitado).

C3. 5x10° células de fibroblastos 3T3 de ratén no transfectadas solamente.

Células - Negativas (Construccion de primer ligando sustractivo)

Al. Membranas 3T3 de ratén transfectadas por CD32 equivalentes a 2,5x10° células.
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Método

1. Un caldo de 1 ml de fagos se precalent6 a 37°C durante 15 min. (se prepard un caldo de fagos de 4 ml diluyendo
CD40L fago especifico y fago antiligando de célula general 3T3 de ratén BLTR a 10° cfu/ml y R408 fago de ayuda
a 10'° cfu/ml en 2% PBS de leche. Este caldo de fagos se dividié en 4x1 ml, transfirié a tubos Eppendorf de 1,5 ml
y se utiliz6 para realizar selecciones concurrentes A y B y preseleccion/selecciones convencionales A y B). El caldo
de fagos se llevo a efecto de vortice intermitentemente y centrifugé durante 15 minutos a maxima velocidad en una
centrifuga Eppendorf. Donde se formé un precipitado, el material flotante se transfiri6 a un tubo Eppendorf nuevo. Se
afladié leche descremada a una concentracién del 2%.

2. Se descongelaron preparados sencillos de membranas de plasma de células 3T3 de fibroblasto de ratén trans-
fectadas por CD32 a partir de 5x10°® células en hielo. Se guardaron 10 ul para determinacién de concentracion de
proteina. El caldo de fagos se resuspendié y mezcl6 con una pipeta. El caldo se incub6 entonces durante 5 min. sobre
hielo.

3. 5x10° células 3T3 transfectadas por CD40L o no transfectadas se centrifugaron a 1 300 r.p.m durante 6 min. a
4°C.

4. El material flotante se desechd y las células 3T3 transfectadas con CD40L o no transfectadas se resuspendieron
en la solucion lactea del caldo de fagos negativos de membrana celular (paso 2) y se incubaron a 10°C mientras sufrian
una lenta rotacién (extremo sobre extremo) durante 4 horas.

5. El incubado de célula/membrana de células/fago membrana/membrana se transfirié a tubo Falcon de 15 ml
contentivo de 10 ml de Ficoll-Plaque Plus al 40% y 2% de BSA en PBS (con Ca y Mg) y centrifugada a 1 500 r.p.m
durante 10 min. a 4°C.

6. El material flotante se retiré cuidadosamente aspirando primero el material flotante de la capa superior (guar-
dando el separado de la fraccion de membrana (100 ul) para subsiguiente dosificacién), y entonces se trabajé secuen-
cialmente de manera descendente hacia las bolitas celulares contentivas de las particulas del fago objetivo enlazado.
Se retird tanto material flotante como fuera posible (guardando 25 ul de material flotante para dosificacién) y la bolita
celular fue resuspendida en 500 ¢l de BSA de PBS al 2%. El lavado realizado en (paso 5) se repite una vez (guardando
el material flotante para dosificacion.

7. Las células se resuspenden en 1 ml de PBS, transferidas a un nuevo tubo Eppendorf de 15 ml y centrifugadas a
1 260 r.p.m durante 10 min. a 4°C. El material flotante se retira utilizando una pipeta (guardando el material flotante
para dosificacion).

8. Los fagos se eluyeron de las células mediante adicién de 150 pl de 76 mM de 4cido citrico (pH 2,5) en PBS
seguido de incubacidn a temperatura ambiente durante 5 min. La mezcla se neutraliza afiadiendo 200 ul de 1M Tris-
HCI, H 7.4. La centrifugacion se repite y se guarda el fago eluido.

9. Las células se resuspenden en 1 ml de tripsina, transfieren a un nuevo tubo e incuban durante 10 min. Entonces
se inactivan con 1 mg/ml de 40 ul de aprotinina y centrifugan, guardando el material flotante para dosificacién. La
bolita bacteriana se guarda para infeccién de bacteria.

Preseleccion de biocernido

Caldo de fagos

10 cfu de fago especifico CD40L (Kan')

10 cfu de fago enlazador general de fibroblasto de ratén (Amp')

10'° cfu de fago de ayuda R408 (no resistencia antibidtica)

Células positivas (Objetivo) - 5x10° células 3T3 de fibroblastos de ratén transfectadas por CD40L

Células negativas (Sustractivas) - 2x107 células de fibroblastos de ratén transfectadas por CD32

Método

1. Un caldo de fagos de 1 ml se precalentd a 37°C durante 15 min. y se llevé a efecto de vértice intermitentemente.
El caldo de fagos se centrifugé durante 15 min. a mdxima velocidad en centrifuga Eppendorf. Donde se formé preci-
pitado, el material flotante se transfirié a nuevo tubo Eppendorf y se afadi6 leche descremada a una concentracién del
2%.
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2. Se centrifugaron 2x107 células 3T3 no transfectadas a 1 300 r.p.m, 6 min., 4°C. El material flotante se descart
y las células se resuspendieron por adicién de caldo de fagos y mezclado con una pipeta de 1 ml. Esto entonces se
incubé a 10°C a rotacién lenta (extremo sobre extremo) durante 4 horas. Entonces las células se centrifugaron a 1 300
r.p.m durante 6 min. a 4°C y el material flotante se transfiri6 a un nuevo tubo. Se guardaron 20 ul de material flotante
para dosificacién de fagos.

3. 5x10° células 3T3 transfectadas por CD40L se separaron, lavaron y centrifugaron a 1 300 r.p.m durante 6 min.
a4°C.

4. El material flotante se desechd y las células 3T3 transfectadas por CD40L se resuspendieron en la solucién lactea
de caldo de fagos (paso 2). Esta se incub6 entonces a 10°C a rotacién lenta (extremo sobre extremo) durante 4 horas.

5. La célula/fago incubado se transfiri6 a un tubo Falcon de 15 ml contentivo de 10 ml de Ficoll-Paque Plus al 40%
y BSA en PBS al 2% (con Ca y Mg) y entonces se centrifugd a 1 500 r.p.m durante 10 min. a 4°C.

6. El material flotante se retiré cuidadosamente por aspiracién del material flotante de la capa superior primero
entonces se trabajé mediante retiro secuencial descendente hasta la bolita celular contentiva de las particulas enlazadas
de fago objetivo. Se retird tanto material flotante como fue posible (y se guard6) y la bolita celular resuspendida en 500
1 de PBS al 2% de BSA. El lavado tal como el realizado en (paso 5) se repiti6 una vez (y se guardd para dosificacion).

7. Las células se resuspendieron en 1 ml de PBS y transfirieron a un nuevo tubo Eppendorf de 15 ml. Entonces se
centrifugaron a 1 260 r.p.m durante 10 min. a 4°C. El material flotante se retir$ utilizando una pipeta (y se guard6 para
dosificacién).

8. Los fagos se eluyeron de las células afiadiendo 150 ul de 76 mM de 4cido citrico (pH 2,5) en PBS seguido de
incubacién a temperatura ambiente durante S min. La mezcla se neutralizé afiadiendo 200 ul de 1 M Tris-HCI, pH 7,4
y entonces se centrifugd y se guardé el fago eluido.

9. Las células se resuspendieron en 1 ml de tripsina, transfirieron a un nuevo tubo e incubaron durante 10 min. Se
inactivaron entonces con 1 mg/ml de 40 ul de aprotinina. Las células se centrifugaron y el material flotante y bolitas
se guardaron para infeccioén de bacteria.

Procedimiento para amplificacion de fagos a partir de bacteria (10 ml)

1. Cada expresion se infecta con 10 ml de LB (100 pg/ml ampicilina,15 pg/ml tetraciclina con 5 ul de los caldos
de glicerol).

2. Se cultivaron a 37°C y 175 r.p.m hasta ODg,=0,5 y 6x10° PFU de fago de ayuda R408 por ml de cultivo afiadido
e incubado durante 30 minutos a 37°C y 50 r.p.m.

3. Se afiadi6 solucién IPTG a una concentracién final de 10 M se incubd durante la noche a 25°C y 175 r.p.m.

4. Al siguiente dia se cosecharon los fagos (como abajo).

Cultivo y precipitacion de PEG de caldos amplificados de fagos

1. Las bacterias se llevaron a bolitas por centrifugacién durante 10 min. a 2 100 g/(3 000 rpm, en Beckman GS-6)
a temperatura ambiente.

2. El material flotante se filtr6 de forma estéril a través de filtro estéril de 0,2 um. Cualquier material flotante
surgido de la misma seleccién se recombind.

3. Los fagos se precipitaron afiadiendo Y4 de volumen de bufer de precipitado de fago (20% PEG 6000, 2,5 M
NaCl) y se incubaron durante al menos 4 horas a 4°C (aunque esto puede dejarse incubando durante semanas).

4. La preparacion se centrifugd entonces durante 30 min. a 4°C y 13 000 g.

5. La bolita se resuspendié completamente en 500 ul de PBS, (incubacién a 37°C con agitacién durante 1 hora) y
entonces se almacend a 4°C durante la noche.
Dosificacion de combinaciones de fagos

1. El caldo de fagos se diluy6 en PBS estéril. (Diluciones apropiadas para caldo eluido 10 x, 10* x, 10° x, 10* x, y

para caldo inicial o amplificado 10°x 107x, 10%x, 10°x).
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2. 100 ul de bacteria indicadora (cultivada a ODgy,=0,5) se mezclaron con 10 ul de cada dilucién de fago e incuba-
ron durante 30 minutos a 37°C y 50 r.p.m.

3. Se colocaron entonces en placas agar LB (100 ug/ml ampicilina, 15 ug/ml tetraciclina, 1% glucosa) y se incu-
baron durante la noche a 37°C.

4. Las colonias se contaron entonces y se calculé la dosificaciéon (CFU/ml), (CFU x dilucién x 100).

Preparacion de membranas de plasma a partir de células 3T3 transfectadas por CD32

1. Las células se cultivaron a confluencia en grandes placas (500 cm?). Las células (1x10°) se lavaron una vez con
verseno (50 ml BS sin calcio y magnesio conteniendo 2 mM EDTA) y se incubaron entonces con un pequefio volumen
de verseno (cubriendo ligeramente la malla celular) a 37°C en un incubador celular.

2. Las células se liberaron golpeando la probeta contra la palma de una mano y entonces se resuspendieron en PBS
(con Ca y MG), centrifugaron en tubos de 50 ml durante 7 min. a 1 200 r.p.m a 4°C, y lavaron de nuevo en PBS (con
Cay Mg).

3. Las células se lavaron una vez, resuspendieron en aproximadamente 14 ml de 0,145 M NaCl y transfirieron a
un tubo de ensayo de 15 ml. Entonces se centrifugaron durante 7 min. a 1 200 r.p.m, aspiraron y resuspendieron en 14
ml de 0,145 M NaCl. La centrifugacion posterior durante 7 min. a 1 200 r.p.m se llevo a cabo y se retird el material
flotante y las pellas celulares se congelaron a -80°C.

4. Labolita se resuspendié mediante efecto de vértice en 8 ml (no transfectados) de 4 ml (células CD32) de Bifer A
congelado (10 mM Tris, 1 mM EDTA, 0,25 M sacarosa, pH 7,0) mezclados frescos con PMSF (fluoruro de fenilmetil-
sulfonilo) a una concentracion final de 1 mM.

5. La suspension celular se homogenizé con 20 golpes de un homogenizador Dounce (tipo B, preenfriado) y el
homogeneizado centrifugado en centrifuga Eppendorf durante 10 min. a 6 000 r.p.m a 4°C.

6. El material flotante se recolecté con pipeta Pasteur y la bolita se resuspendi6 en 4 ml (no transfectados) o 2
ml (células CD32) de Biifer A & PMSF, entonces se homogenizd y centrifugd como en el caso anterior. El material
flotante se combiné y se descart6 la bolita.

7. El material flotante se cubrié en capas utilizando una pipeta Pasteur, sobre 0,5 ml de Buffer Cushion (Bifer
C contentivo de 37% de solucién final de sacarosa) y centrifugd durante 60 min. a 4°C utilizando rotor SW 60,1
(preenfriado) a 30 000 r.p.m (100 000 x g). Se equilibraron cuidadosamente para este paso de centrifugacion (a <0.0005
g de diferencia entre muestras pareadas).

8. La capa de membrana (opalescente) se recolectd en la interfase de amortiguamiento, donde se traté de asimilar
todo el material en una pequefia cantidad de liquido. El material recolectado se diluy6 entonces con 4 vol. de Bufer C
frio (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 7,0) y centrifugé a 30 000 g (rotor JA 25-50, 20 000 r.p.m) durante 30 min. a 4°C.
La bolita resultante se resuspendié mediante efecto de vortice en 150 ul de Bufer C frio. La mezcla resuspendida se
congeld y almacené a -80°C.

9. La concentracién de proteina en membrana se determiné mediante kit de BCA (Pierce Biotechnology, Rockford,
IL, USA) a 60 mg/ml.

Ejemplo 10
Prueba experimental ulterior de la(s) ecuacion(es)

Este ejemplo demuestra un uso experimental ulterior de como la presente invencion puede utilizarse para aislar,
a partir de una biblioteca altamente diversificada de fagos scFv, a enlazadores que son especificos para antigenos
celulares de superficie distribuidos de manera tinica en una poblacién celular.

La proporcién de impacto del enlazador luego de tres rondas de seleccién concurrente utilizando la presente in-
vencién se muestra en comparacién con la de una preseleccién convencional negativa con una seleccién subsiguiente
positiva-negativa (i.e. tres rondas de seleccidn).

Los linfocitos B expresan un niimero de antigenos celulares de superficie que no se encuentran normalmente en
linfocitos T. Tales antigenos incluyen el receptor de inmunoglobulina de célula B y sus correceptores (CD19, CD21),
el canal i6nico de expansion de 4 transmembranas CD20 y el receptor Fcy CD32.

Las células B, sin embargo, expresan antigenos celulares de superficie que también se encuentran en comin con
linfocitos T, incluyendo receptores de integrina e.g. LFA-1 (CD11a/CD18), VLA-2, y VLA-4, ICAM-1, receptores
desactivadores de complemento e.g. DAF y Proctectina, y receptores de citoquina como IFN-yR y TNFR. Por tanto,
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una biblioteca de exposicidn de fagos scFv.

En este experimento se mezclan 2x10" particulas de fagos de la biblioteca n-CoDeR altamente diversificada que
comprende 10'° enlazadores de genotipo tinico con células Ramos enteras de la linea celular de linfoma B (selec-
cién positiva), y membrana de plasma o vesiculas virgenes de membranas de la linea celular Jurkat de leucemia T.
(seleccion negativa). Los enlazadores especificos para antigenos que se expresan Unicamente sobre la linea celular
Ramos del linfoma B, comparados con los de la linea celular Jurkat de la célula T de leucemia, deberan ser aislados

selectivamente.

Cdlculo del niimero celular positivo y negativo para seleccion

Los nimeros celulares a utilizar en las diferentes rondas de seleccidn se calcularon utilizando la ecuacion VI. Los

pardmetros de reaccién utilizados para los calculos fueron como se muestra en la Tabla III (IITA & IIIB).

TABLA III
1A
Seleccién de concurrencia Expresidn de antigeno (antigenos/célula)
Especificidad de fagémido Expresion de célula Expresion de célula
positiva sustractiva
+Célula (célula B) Antigeno restringido 1,00E+05 0,00E+00
+Celula (célula B) Antigeno reforzado 1,00E+05 1,00E+03
+Célula (célula B) Antigeno reforzado 1,00E+05 1,00E+04
+Célula (célula B) Antigeno reforzado 5,00E+04 1,00E+03
+Célula (célula B) Antigeno reforzado 5,00E+04 1,00E+04
+Célula (célula B) Antigeno reforzado 1,00E+04 1,00E+03
(célula B/célula T) Antigeno expresado comun 1,00E+06 1,00E+06
{altamente expresado)
(célula B/célula T) Antigeno expresado comin 1,00E+05 1,00E+05
(altamente expresado)
- célula (célula T) Antigeno restringido 0 1,00E+05
No unido 0 0
AF (R1-R2) 1,50E+03
AF (R1-R2) 6,00E+04
Kd 1,00E-08
Constante de Avogadro 8,02E+23
Entrada R1 de fago de genotipo especifico 2,00E+02
Volumen de reaccién V(L) R1 2,00E-03
Volumen de reaccion V(L) R2 5,00E-04
Volumen de reacciéon V(L) R3 5,00E-04

Numero de + Células (células B)
usadas en las rondas de seleccion

Equivalentes de + Células (vesiculas de
membranas de Células T)

R1 5,00E+07 2,00E+09
R2 5,00E+06 1,00E+09
R3 5,00E+06 1,00E+09
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111B
Particulas de fagos recuperadas en célula positiva
R1
Entrada fago Recuperado* Frecuencia relativa
2,00E+02 59 0,296
2,00E+02 53 0,264
2,00E+02 27 0,133
2,00E+02 30 0,152
2,00E+02 14 0,073
2,00E+02 7 0,035
2,00E+02 5 0,024
2,00E+02 5 0,023
2,00E+02 0 0,000
2,00E+02 0 0,000
R2
Entrada fago Recuperado* Frecuencia relativa
9,E+04 1,3E+04 0,482
8,E+04 8,7E+03 0,336
4 E+04 1,5E+03 0,953
5,E+04 2,7E+03 0,102
2,E+04 4 1E+02 0,016
1,E+04 1,3E+02 0,005
7,E+04 3,6E+01 0,001
7,E+03 3,3E+01 0,001
0,E+00 0,0E+01 0,000
0,E+00 0,0E+00 0,000
R3
Entrada fago Recuperado* Frecuencia relativa
8,E+08 1,1E+08 0,60022
5,E+08 5,8E+07 0,32542
9,E+07 3,3E+06 0,01855
2,E+08 9,4E+04 0,05248
2,E+07 4,6E+05 0,00259
8,6+06 9,4E+04 0,00053
2,6+06 1,1E+04 0,00006
2,E+06 9,7E+03 0,00005
0,0E+00 0,0E+00 0,00000
0,E+00 0,0E+00 0,00000

Tabla III. Seleccién de parametros de reaccidn utilizados en el biocernido concurrente de célula entera (Ramos)/
vesicula de membrana (Jurkat). Kd=afinidad mds baja relevante de antiligandos especificos de ligando objetivo a ser
aislados, entrada R1 de genotipo fago especifico=antiligando (nimero de copia fago scFv de comienzo de biblioteca
antiligando), AF= factor de amplificacién utilizado para calcular entrada de fago en rondas de seleccién R2 y R3
siguiendo elucién y amplificacion de fagos de las rondas R1 y R2 respectivamente. Frecuencia relativa: la frecuen-
cia esperada de antiligandos aislados con especificidad para antigenos que pertenecen a una categoria de antigeno
comparada con todos los antiligandos aislados.

Se eligieron nimeros de células positivas y negativas de manera que, siguiendo tres rondas de seleccion, enlaza-
dores con especificidad para antigenos expresados tnicamente sobre células B serdn enriquecidos 10 000 veces sobre
un antigeno expresado a igual densidad sobre células By T.

El nimero de entrada de enlazadores de fagos especificos para diferentes categorias de antigeno (enriquecidos
célula positiva, tnicos célula positiva, o antigeno cominmente expresado célula positiva/negativa) en las rondas de

22



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2314280 T3

seleccidn 2 y 3 se calculé multiplicando el nimero calculado del fago eluido, especifico para diferentes categorias del
antigeno que sigue a las rondas de seleccion 1y 2, con el factor de amplificacion (AF).

El factor de amplificacién se obtuvo dividiendo el niimero total de fagos amplificados luego de ronda de seleccién
relevante entre el nimero total de fagos eluidos de la misma ronda de seleccién.

Las figuras 8A y 8B muestran la comparacion de biocernido mediante el presente método y mediante métodos
previamente conocidos sobre célula B (Ramos) versus clones scFv de célula T (Jurkat). La reactividad de célula B y
especificidad de SCFVs aislados utilizando la presente invencion queda extraordinariamente mejorada en comparacién
con la de ScFv seleccionada mediante biocernido de convencional.

Métodos experimentales
Cultivo de células

La linea de células Jurkat T, clon E6-1 y la linea de células de linfoma B Ramos, se obtuvieron de ATCC y
cultivaron en RPM1 1640 suplementado con 10% FCS (inactivado mediante calor para células Ramos tnicamente),
10 mM HEPES y 1 mM de piruvirato de sodio en una atmdsfera humidificada a 37°C. Las células se mantuvieron a 1-
2x10° células/ml (<1 x10° células/ml para Jurkat).

Preparacion de membrana de plasma de célula Jurkat T
Cultivo de células Jurkat

Se mantuvieron células Jurkat E6-1 en RPMI-1640 con Glutamax I (Gibco, No 61870-010) suplementadas con
10% de suero fetal de becerro (Gibco, Lote no. 1128016), 1 mM de piruvirato de sodio (Gibco) y 10 mM bifer Hepes
(Gibco) en una atmoésfera humidificada de 5% de C02 a 37°C, y a densidades celulares entre 1x10° a 1x10° células/ml.
En el paso final, se le permiti6 a las células alcanzar una densidad mdxima de 2x10°, en cuyo punto fueron cosechadas.

Disrupcion celular

1. Las células se cultivaron a partir de cultivo mediante centrifugacioén en tubos de centrifuga de 500 ml (Corning,
No 431123) colocados en adaptadores de tubo, 1 500 r.p.m, 15 min. a 4°C.

2. El material flotante se descarté y lavé en 0,145M NaCl. Las suspensiones se combinaron, se contaron las células
(total de 5x10° células), y se repiti6 la centrifugacion.

3. La disrupcién celular se llevé a cabo mediante shock hipo osmético en 1 mM NaHCO 31,5 mM MgAc pH
7,4 sobre hielo durante 10-30 min. y subsecuentemente ocurrid cavitacién de nitrégeno en una prensa Yeda, 40 bar.
(4 000 kPa) durante 15 min. a 0°C. La concentracién celular no excedié 5x107 células/ml.

4. Luego de la disrupcion 150 ul 0.5M EDTA se afnadieron a la suspension de homogeneizado para arrojar una
concentracion final EDTA de 1 mM (adicién de EDTA evita agregacién de vesiculas de membranas).

5. A) Aislamiento membrana cruda: El homogeneizado (50 ml) se centrifugé durante 10 min a 1 900 g (4 000
r.p.m en un rotor SS34) para retirar células intactas y nicleos, y se recolecté el material flotante. Se evité el lavado y
recentrifugacion de pellas ya que los niicleos fragiles tienden a romperse, causando filtracién de ADN y agregacién; o

B) Aislamiento membrana de plasma: 10 ml de 37,2% sacarosa se colocaron en el fondo de un tubo Beckman de
ultracentrifugacion de 6x38,5 ml, y 6x27 ml del homogeneizado celular del paso 2 anterior se le colocaron encima
cuidadosamente. El tubo se centrifugd a 27 000 rpm en un rotor giratorio SW28 (6x39 ml de capacidad nominal)
durante 2 h 45 min. a 4°C. Las membranas de plasma se aislaron de los tubos al combinar la banda blanca de la
interfase entre el colchdn de sacarosa y la fase de muestra, y éstas se dividieron entre tubos de 4x35 ml y diluyeron en
bufer TE (1 mM Tris/0,25M sacarosa/0,25M bifer EDTA) a un volumen total de 35 ml.

6. La ultracentrifugacién fue en un rotor Beckman Tipo 45Ti (tubos Nalgene de capacidad nominal 6x94 ml) a 40
000 rpm (aproximadamente 200 000xg) durante 1 hora a 4°C.

7. El material flotante se desechd y cualquier biifer remanente se retir$ utilizando una Finnipipeta de 1 ml. Las
pellas de membranas de plasma se rasparon del fondo de los tubos con una barra metdlica y transfirieron a un pequefio
homogenizador Dounce. Las membranas en forma de pellas se resuspendieron mediante homogenizacién en un vo-
lumen total de 2,5 ml de bifer de TE contentivo de 10 mM Hepes (10 mM Hepes/1 mM Tris/0,25M sacarosa/0,25M
bifer de EDTA) con 5-10 golpes con un pistén poco ajustado Dounce de vidrio. Aproximadamente, las membranas
derivadas de 2x10° células Jurkat pueden resuspenderse por ml de biifer (TE) de resuspension.
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Determinacion de concentracion de proteinas

La determinacién de concentracién de proteinas se llevé a cabo utilizando el kit BCA segun instrucciones del
fabricante. Brevemente, se preparé un estindar BSA doble mediante diluciones en dos veces (muestra de 10 ul + bufer
10 ul) en PBS de una solucién de caldo BSA de 2 mg/ml. Se generé una curva estdndar y se utilizé para determinar la
concentracion total de proteina de las muestras de membrana.
Actividad membrana de plasma (mediante ensayo de fosfatasa alcalina)

Soluciones de fosfatasa alcalina

Solucién de sustrato:

Una tableta p-N PP por 10 ml de biifer de borato (1,5 mg/ml concentracién final) en 50 mM de bufer de borato de
sodio (pH 9,8), 1,0 mM MgCl,.

Se diluyeron muestras triplicadas en bufer de borato/MgCl, transfiriendo muestra de 50 ul a bifer de dilucién de
50 ul (50 mM de bifer de borato de sodio (pH 9,8), 1,0 mM MgCl,). Se afadieron 200 ul de solucién de sustrato
(1 tableta p-NPP por 10 ml de bifer de borato a 1,5 mg/ml de concentracién final en 50 mM de bifer de borato de
sodio, pH 9,8, 1,0 mM MgCl,) a dos o tres muestras para cada dilucién. Las muestras se incubaron entonces a 37°C
por mas de 60 minutos. La absorbencia del material flotante se midié a 410 nm, y los valores de los pocillos de control
apropiados (e.g. homogeneizado total de células cavitadas por nitrégeno, excluidos nicleos y mitocondria pesada)
donde el sustrato no se afiadi6, fueron sustraidos. Los resultados se graficaron y analizaron.

Procedimiento de seleccion: Protocolo de biocernido concurrente
Pardmetros de reaccion

1* ronda de seleccién

Caldo de fagos n-CoDeR Lib2000 comprendiendo 10'° particulas de fagémido de genotipo dnico (Ampr) amplifi-
cadas a 2x10" pfu total en 1,6 ml 2% PBS ldcteo (con Ca y Mg).

Volumen total de reaccién: 2,5 ml.
Positivo - 5x107 células de linfoma B de Ramos

Negativo - Membranas virgenes de células Jurkat T derivadas de 2x10° células

2% ronda de seleccién

1,5x10' fagos eluidos a partir de ronda previa de seleccién y entonces amplificados, precipitados y resuspendidos
en 100 ul al 2% de PBS lacteo (con Ca y Mg).

Volumen total de reaccién: 0,5 ml.
Positivo - 5x10° células de linfoma B de Ramos

Negativo - Vesiculas de membranas virgenes de células Jurkat T derivadas de 1x10° células.

3* ronda de seleccion

1x10'? fagos eluidos y amplificados a partir de ronda previa de seleccion resuspendido en 100 ul 2% de PBS lacteo
(con Cay Mg).

Volumen total de reaccién: 0,5 ml.
Positivo - 5x10° células de linfoma B de Ramos

Negativo - vesiculas de membranas de plasma de células Jurkat T derivadas de 1x10° células
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Método

Un caldo de 2 ml de fagos fue precalentado a 37°C durante 15 min. y sometido a efecto de vdrtice intermitente-
mente. El caldo de fagos fue centrifugado durante 15 min. a médxima velocidad en una centrifuga Eppendorf. Donde se
formé un precipitado, el material flotante se transfirié a un nuevo tubo Eppendorf y resuspendié en leche desgrasada a
una concentracion final del 2%.

Preparados descongelados de membranas de plasma de célula de control Jurkat de 2x10° células sobre hielo (bio-
cernido rondas 2 y 3 1x10° células). (También se guardaron 10 ul para determinacién de concentracion de proteina).
Los preparados descongelados de membrana de plasma se resuspendieron afiadiendo caldo de fagos mezclando con
una pipeta e incubado subsecuentemente durante 15 minutos sobre hielo. Se centrifugaron 5x103células Ramos a 1.200
r.p.m, 6 min., 4°C (biocernido rondas 2 y 3 5x10° células).

El material flotante se deseché y las células Ramos se resuspendieron en la solucién de caldo de membrana celular
l4ctea-fago-negativa de la ronda de biocernido 2 y se incubé a 10°C y sujet6 a rotacidn lenta (extremo sobre extremo)
durante 4 horas.

El incubado de células/células membrana/fago se transfiri6 a un tubo Falcon de 15 ml contentivo de 1 ml al 100%
(mancha trypan azul) Ficoll en el fondo, y capa de 9 ml al 40% de Ficoll-Paque Plus en 2% BSA/PBS (con Ca 'y
Mg). Centrifugado a 1 500 r.p.m durante 10 min., 4°C. El tubo se rot6 180° y centrifugé durante un minuto mds para
desprender células de la pared del tubo.

La interfase contentiva de células Ramos enteras y el fago enlazado se aspiraron cuidadosamente utilizando una
jeringa y una aguja de calibre superior (e.g. Microlance 3 - 19GA11/21, 1x40 TW PM). La aguja se insert6 justo debajo
de la interfase contentiva de célula con el extremo biselado de la aguja hacia arriba. La capa celular se recolect6d
(aproximadamente 150 ul) y la aguja se empujé a través del plastico del tubo opuesto al orificio de entrada. Los
contenidos de la jeringa se expulsaron a un tubo fresco, y se lavaron dos veces absorbiendo PBS fresco dentro de la
aguja (todavia colocada penetrando el tubo). La suspension celular cosechada se resuspendié en 500 ul de PBS-BSA
al 2% y se repitié el lavado, guardando el material flotante para dosificacién.

Se resuspendieron las células en 1 ml de PBS y transfirieron a un nuevo tubo Eppendorf de 15 ml en el cual se
centrifugaron a 1 260 r.p.m durante 10 min., 4°C. El material flotante se retiré utilizando una pipeta, guardando el
material flotante para dosificacién.

Los fagos se eluyeron de la células afiadiendo 150 ul de 76 mM de acido citrico (pH 2,5) en PBS seguido de
incubacién a temperatura ambiente durante 5 min. La mezcla se neutralizé afiadiendo 200 ul de 1 Ml Tris H-Cl, ph
7,4. Las células se centrifugaron entonces y se guardé el fago eluido.

Las células se resuspendieron en 1 ml de tripsina y transfirieron a un nuevo tubo e incubaron durante 10 min. antes
de desactivacién con 40 ul 1 mg/ml de aprotinina. Las células se centrifugaron, guardando el material flotante para
dosificacion.

Protocolo de control de seleccion

El control de seleccién se llevo a cabo utilizando preseleccidon convencional negativa y subsiguiente seleccién
positiva utilizando concentraciones de células.
Pardmetros de reaccion

Células

En todas las rondas de seleccién

Volumen total de reaccién 4 ml

Preseleccién negativa - 1x10® células de célula Jurkat T

Positiva - 2x107 células de linfoma de célula Ramos B

1* ronda de seleccién

Caldo de fagos n-CoDeR Lib2000 comprendiendo 10" particulas fagémidas de genotipo tnico (Ampr) amplifica-
das a 2x10' pfu total en 2,5 ml al 2% de PBS ldcteo (con Ca y Mg).
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2°* ronda de seleccién

2,6x10'° fagos eluidos a partir de la ronda de seleccién previa y entonces amplificados, precipitados y resuspendi-
dos en 2,5 ml al 2% de PBS lacteo (con Ca 'y Mg)

3% ronda de seleccidn

5,4x10' fagos eluidos y amplificados a partir de la ronda de seleccién previa resuspendidos en 2,5 ml al 2% de
Pbs lacteo (con Ca 'y Mg).

Método

Un caldo de 2,5 ml de fago se precalenté a 37°C durante 15 min. y se llev a efecto de vortice intermitentemente.
El caldo de fagos se centrifugé durante 15 min a mdxima velocidad en una centrifuga Eppendorf. Donde se formara
precipitado, el material flotante se transfirié a un nuevo tubo Eppendorf y subsecuentemente resuspendié en leche
descremada a una concentracion final del 2%.

1x10® de células Jurkat T de leucemia se centrifugaron a 1 200 r.p.m, durante 6 min., a 4°C y resuspendieron en
1,5 ml de PBS léacteo al 2% afiadiendo subsecuentemente caldo de fagos y mezclando con una pipeta. Se incubaron
entonces durante 24 horas a 4°C, a rotacién baja.

La mezcla de incubacién de fagos-células se centrifugdé a 300 g durante 6 min., a 4°C. El material flotante se
descartd y lavé tres veces en 15 ml PBS, recentrifugd y se recolect6 el material flotante. Se centrifugaron 2x107 células
Ramos a 300xg, durante 6 min. a 4°C y resuspendieron en una mezcla recolectada de fago a partir de preseleccién
negativa e incubaron a 4°C durante 4 horas con remocién lenta.

La mezcla de incubacién fagos/Ramos se centrifugd y descarté el material flotante y las células Ramos se lavaron
tres veces en 15 ml PBS.

Los fagos se eluyeron de las células afiadiendo 150 ml de 76 mM de 4cido citrico (pH 2,5) en PBS seguido de
incubacién a temperatura ambiente durante 5 min. La mezcla se neutraliz6 afiadiendo 200 ml de 1M Tris-HCI, pH 7.4.
Las células se centrifugaron y se guardé el fago eluido.

Las células se resuspendieron en 1 ml de tripsina, transfirieron a un nuevo tubo e incubaron durante 10 min. Enton-
ces se inactivaron con 40 ml 1 mg/ml de aprotinina, centrifugaron y se guardé el material flotante para dosificacion.
Amplificacion en placas grandes luego de rondas de seleccion 1y 2

1. Se comenzaron con tubos de 3x10 ml F HB101 (uno para cada seleccion a llevar a cabo + medicién de uno por
ODygy) de 2,5-3 horas antes de uso. Se utilizaron 50 ul de cultivo reposado durante la noche a 10 ml de LB contentivos
de 15 pg /ml tet. OD se chequed en un cultivo después de 2,5 horas aproximadamente.

2. Los tubos se infectaron con la mitad del fago eluido a ODgyy=0,5

3. Los tubos se incubaron durante 30 minutos a 37°C y 50 r.p.m, y para definicién apropiada de fenotipo unos 30
min. a 37°C, 200 r.p.m.

4. Las bacterias se concentraron (10 ml) mediante centrifugacién durante 10 minutos a 2060xg (3 000 r.p.m Beck-
man GS-6).

5. Se resuspendieron entonces en parte del material flotante (aproximadamente 3 ml) y distribuyeron en una placa
grande de 500 cm? (100 pg/ml de amp+15 ug/ml de tet+1% de glu)/seleccion.

6. Las placas se incubaron entonces durante la noche a 30°C.

7. Se recolectaron las bacterias de las placas afiadiendo 5 ml de LB (100 ug/ml de ampicilina, 15 pg/ml de tetraci-
clina) por placa y se retird la bacteria mediante raspado. Se laded la placa y aspir6 la solucion.

8. Las placas se lavaron con 3 ml de medio LB adicionales como anteriormente y combinaron con la primera
suspension bacteriana en un tubo Falcon de 50 ml.

9. Las bacterias se concentraron por centrifugacién durante 10 minutos a 2 100xg/3 000 r.p.m, Beckman GS6 a
temperatura ambiente y resuspendieron en 1 ml de LB (+ 100 pg/ml de amp y 15 pg/ml de tet).
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10. 500 wul al 50% de glicerol se afiadieron a 1 ml (transferidos de un volumen mayor como se utilizé en 5) y se
congelo el caldo de glicerol a -80°C.

11. 2x10 ml LB + amp (100 pg/ml) + tet (15 ug/ml) se infectaron con 2,5 ul (5 pl) del caldo de glicerol del paso
10, y cultivaron hasta ODyy,=0,5.

12. 6x10° PFU de fagos de ayuda R408 se afiadieron por ml de cultivo e incubaron durante 30 minutos a 37°C y
50 r.p.m.

13. La solucién IPTG se afiadié a una concentracion final de 100 uM (i.e. 2 ul de 0,5 de caldo por 10 ml de cultivo
e incubaron durante la noche a 25°C (la formacion pili se inhibe a temperatura mayor) y 175 r.p.m.
Cosecha y precipitacion de caldo de fagos amplificados

1. Las bacterias se llevaron a pellas durante 10 minutos a temperatura ambiente. 2 100xg (3 000 r.p.m, en Beckman
GS-6) y el material flotante estéril se filtré a través de un filtro estéril 0,2 ym.

2. Los tubos apropiados se combinaron y los fagos se precipitaron afiadiendo ¥4 de volumen de bufer de precipita-
cion de fago e incubaron durante al menos 4 horas a 4°C (y puede incubarse durante semanas).

3. Los tubos se centrifugaron entonces durante 30 minutos a 4°C y 13.000xg.

4. El granulo se suspendi6é completamente en 100 p1 PBS durante la noche a 4°C.

Dosificacion de fagos
Materiales: cultivo durante la noche de E. coli HB 101 F
Placa de microdosificacién fondo en V
1xPBS (estéril)
Medio LB
LA+amp (100 ug/ml)+tet (15 pug/ml)+ placas de glucosa al 1%

1. Se inocularon 10 ml LB+tet (15 pg/ml) con 100 ul de un cultivo reposado durante la noche de E. coli HB101 F’
e incubado a 37°C, 175 r.p.m, hasta =ODyy, = 0,5 (aproximadamente de 2 a 2,5 horas).

2. Para caldos amplificados de fago, los fagos se diluyeron 10° veces en PBS en una placa de microdosificacién de
fondo en V antes de infeccién. El fago eluido se utilizé no diluido para infeccién (véase adelante).

3. Cuando las células E. coli alcanzaron ODgy- 0,5, 100 pldel cultivo se transfirieron a cada segundo pocillo de la
primera columna de pocillos en una placa de microdosificacién de fondo en V. Los tres pocillos siguientes en la fila se
llenaron con 90 ul de medio LB.

4. Se transfirieron 10 ul de caldo de fagos (diluidos o no diluidos como arriba) a 100 ul de bacteria en la placa de
microdosificacién e incubaron durante 30 min. a 37°C, 50 r.p.m.

5. Las bacterias infectadas se diluyeron transfiriendo secuencialmente 10 ul de cada pocillo al préximo pocillo
lleno con 90 1 LB.

8. 10 ul de cada pocillo se mancharon en una placa seca La+amp-+tet+1% de glu utilizando una pipeta multicanales
con cada segunda punta eliminada, i.e. con solo cuatro puntas. Se mancharon 4 x 5 manchas en cada placa LA y se le
permitié secarse antes de invertir las placas para incubacién a 37°C.

9. Las colonias se contaron y se calcul6 la dosificaciéon (CFU/ml), (CFU x dilucién x 100).
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Titulaciones realizadas

TABLA IV
Diluciones

Comienza combinacién (pool) | 107x108x109x10' °x10™

Después ronda seleccion 1 PP PP PP
HB101F’ BnonT-C.1 eluido 10% 10°x 10°x10°x10

HB101 F’ BnonT-C.1 amplificado| 10"x10% 10°x10'x10"’

Después ronda seleccion 2 7 —
HB101F’ BnonT-C.2 10°x 10°x 10x 10°x 10

] N HB101 F’ BnonT-C.2 amplificado| 10"x10% 10°x10" °10"!

Después ronda seleccion 3 HB101F BronT-C.3 T 105 107% 105 10°

Amplificacion en placas de caldo de glicerol, y cultivo reposado durante la noche respecto a minipreparados (seguido
de ronda de seleccion 3)

Materiales de reaccion

Se necesitan 3 x 10 ml HB101 F’ con OD 0,5 (10 ml por cada objetivo y 10 ml para dosificacién) y se necesitan 3
placas grandes de 500 cm? (amp-+tet+glu).

Método

Para cada seleccion:

1. La mitad de cada eluido de la seleccién 3 se utiliza para infectar 10 ml de bacterias de fase log (ODgy = 0,5) que
entonces se incuban durante 30 min a 37°C, 175 r.p.m, 10 ml de medio tibio contentivo de 200 ug/ml de ampicilina se
afiaden y dividen en 2 partes de 10 ml cada una.

2. Las bacterias se concentraron (10 ml) mediante centrifugaciéon durante 10 minutos a 2 100 xg/3 000 r.p.m,
Beckman GS-6 50 a temperatura ambiente y resuspendieron en un pequeiio volumen a ser distribuido sobre una placa

de 500 cm? ug/ml tet+1% glu) y cultivaron durante la noche a 30°C.

3. Minipreparaciones: 10 ml se revolvieron y resuspendieron en 6 ml de LB contentivo de 0,1% de glucosa y 100
pg/ml de ampula y cultivaron durante la noche a 30°C.

4. Las bacterias se recolectaron de las placas afiadiendo 3-5 ml de LB (100 pg/ml ampicilina, 15 pg/ml tetraciclina)
por placa y se rasparon respecto a bacterias. La placa se inclind y se aspir6 la solucién.

5. Las bacterias se concentraron mediante centrifugacién durante 10 minutos a 2100xg/3 000 r.p.m, Beckman GS6
a temperatura ambiente y resuspendieron en 1 ml de LB (+Amp/Tet como arriba). Afiadiendo 500 ul al 50% de glicerol
y caldo de glicerol congelado a -80°C.

6. Las minipreparaciones se prepararon a partir de 3 ml de cultivo segtin protocolo de kit de fabricante (BioRad).
Conversion a formato scFv después de la seleccion 3

El vector pMI se digiri6 con Eagl, una enzima que corta en ambos lados del gen III. El vector fue entonces religado
seguido de un corte de destruccién utilizando EcoRI. Esta enzima tiene un sitio en el gen III y por tanto destruird

vectores no convertidos.

Se prepar6 una mezcla de digestién utilizando:

Fagémido 6,25 1 (0,21-0,66 ug)

Biifer NE 30,75 ul

Eagl (10 U/ul) 0,5 ul

MQ-H,O afiadido a 7,5 ul e incubado a 37°C durante 2 h con inactivacién por calor durante 20
min. a 65°C.
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La ligacidn del vector se lleva a cabo con

Fagémido Eagl digerido 3 ul

MQ-H,0O 20 ul incubado durante 5 min. a 45°C y puesto sobre hielo
Bufer 5x ligasa 6 ul

T4ADN ligasa (1U/ul) 1 ul

30 ul incubados durante dos horas a temperatura ambiente e inactivados a 65°C durante
10 minutos.

El corte de destruccién se lleva a cabo con

Material ligado 30 ul
10x REACT®3 3,6 ul
EcoRI (10 U/ul) 2 ul

1 M NaCl 0,4 ul
MQ-H,0O 4,0 ul

40 pl incubados durante 90 min. a 37°C e inactivados por calor durante 10 Minutos a
65°C.

El ligado se almacena a 4°C hasta su uso.

Transformacion

El ligado anteriormente producido se transformé en E. coli TOP10, véase tabla mas adelante.

Un tubo (100 wul/tubo) de células TOP10 quimicamente competentes se descongelaron e incubaron en hielo durante
10 min. Se afiadieron 10 ng de ligado por tubo (3,2 ul ligados producidos anteriormente) e incubaron en hielo durante
30 min.

Los tubos se incubaron luego a 42°C (bafo de agua) durante 90 s, y luego se incubaron en hielo durante 1-2 min.

Se afiadieron 900 w1 LB a cada tubo y se incubaron a 37°C, 1 h, 200 r.p.m.

El contenido de cada tubo se distribuy6 sobre una placa grande LA-Amp (100 ug/ml) - Glu (1%), e incub6 durante
la noche a 37°C.

Recogida de colonias

Un total de 960 clones se seleccionaron de cada una de las dos selecciones de las placas grandes LB de 10x96
pocillos por placa de microdosificacion utilizando un sistema de seleccion de colonia Genetix “Q-bot”

1) El medio LB se mezclé con antibidticos apropiados y glucosa al 1% y se llenaron placas Greiner Flat 655501
de 96 pocillos con medio, 150 ul/pocillo.

2) Las colonias se seleccionaron con el Q-Bot de acuerdo al protocolo, y las placas se incubaron a 37°C durante la
noche sin remover.
Expresion de clones en formato de 96 pocillos

1) La placa de expresion (Greiner Round 650101 de 96 pocillos) se llené con el medio, 100 ul/pozo, incluyendo
antibidticos apropiados e inocul6 con 5 ul/pocillo a partir de la placa maestra y la placa de expresion incubada a 37°C,

600 r.p.m durante 3,5 horas.

2) La produccién de scFv se indujo con 25 ul/pocillo del medio incluyendo antibiéticos apropiados y 2,5 mM
IPTG.
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3) La placa de expresion se incubd durante 10 horas a 37°C, 600 r.p.m.
4) Se afiadieron 80 ul de 1 M PBS a la placa de filtro y se afiadio filtro a la placa de caldo.

5) Se transfirieron 80 ul de la placa de expresién a la placa de filtro y del filtro a la placa de caldo. La placa de
caldo se almacené a +4°C.

Identificacion de clones en formato de 96 pocillos

Los clones se identificaron en un sistema macro confocal FMAT 8100 HTS Applied Biosciences, Foster City, CA,
USA). Se establecieron barreras usando anticuerpos monoclonales especificos de células B y T (anti-CD19 y anti-CD3
respectivamente) de manera que la sefial positiva de la célula B se obtuviera solo con manchar con el anticuerpo pri-
mario anti-CD19, y la sefial positiva de la célula T solo con el anticuerpo primario anti-CD3. (FL1<10666, FL2<2026,
Color:0.17-0.425, Tamaiio 10.0-66.66).
Materiales

aCD45 0,5 mg/ml (BD Biosciences cat no 555480)

aCD19 0,5 mg/ml (BD Biosciences cat no 555410)

aCD3 0,5 mg/ml (BD Biosciences cat no 555330)

Clon purificado 31 0,154 mg/ml 010515 KMN

a-HIS (R&D Systems MABO050, 8,43 mg/ml)

aratén-Cy5 (Amersham Bioscience PA45002)

PBS (Gibco, Cat no 14040-091)

Bufer Hepes (Gibco, Cat no 15630-056)

Bufer: PBS+10% Hepes buffer

Medio celular: RPMI 1640 con 10% FCS, 10 mM Hepes, medio LB 1 mM Piruvirato de Sodio

Método

1) 10 000 células/pocillo diluidas en medio celular, se afiadieron a 40 ul/pocillo de cultivo por pocillo a 37°C, 5%
CO,.

2. 10 ul/pocillo de scFv se afiadieron a una placa con células B y una placa con células T. También se afiadi6 a-
CD45 a la columna 2, @-CD19 a la columna 3 y @-CD3 a la columna 4, y las placas se incubaron durante 1 hora.

3) se afiadi6 a-ratén-CyS5 diluida en biifer, 20 ul/pocillo (dilucién 1:1 000, dilucién final, dilucién de trabajo 1:286)
a las placas de control a-ratén cy5 + aHis diluido en bifer, se afiadié también (dilucién 1:1 000 y 1:5 000 dilucién
final, 1:286 y 1:1 429 dilucién de trabajo)

4) Las placas se leyeron en los sistemas FMAT 8100 HTS después de 4 horas. La lectura se repiti6 después de una
incubacién durante la noche.

Ejemplo 11
Composiciones farmacéuticas

Un ejemplo ulterior de la presente invencién brinda una composicién farmacéutica que comprende un antiligando
(el ingrediente activo) aislado de acuerdo con el método de la presente invencién.

Los compuestos antes mencionados de la presente invencion o una formulacién de ésta pueden administrarse
mediante cualquier método convencional incluyendo oral y parenteral (e.g. inyeccion subcutdnea o intramuscular). El
tratamiento puede consistir de una sola dosis o una pluralidad de dosis durante un periodo de tiempo.

Aunque es posible que un compuesto de la presente invencién se administre solo, es preferible presentarlo como
una formulacién farmacéutica, conjuntamente con uno o mas portadores aceptables. El(os) portador(es) puede(n) ser
“aceptable(s)” en el sentido de ser compatible con el compuesto de la presente invencion y no afecte al recipiente de
éste. Tipicamente, los portadores serdn agua o solucidén salina que serd estéril y libre de pirégeno.
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Ejemplo 12
Identificacion sin cultivo de células

La presente invencidn permite la biomarcacion y descubrimiento del objetivo directamente a nivel de la proteina
utilizando por ejemplo bibliotecas moleculares altamente diversificadas. El presente ejemplo profético demuestra su
aplicabilidad para aislamiento selectivo de enlazadores con especificidad a antigenos sobrerregulados o tinicos en una
muestra de plasma (e.g. de un paciente con cancer) comparado con otro (de un control sano).

Una biblioteca molecular altamente diversificada que contiene 10'" miembros de genotipo dnico en un nimero de
copia de enlazador de aproximadamente veinte (nimero efectivo de enlazadores que exponen capacidad de enlace,
ejemplos no expuestos se retiran mediante afinidad de purificacién) se precipita mediante tratamiento con glicol de
polietileno y resuspensioén en 20 ml de solucién al 10% leche-PBS. Los enlazadores aislados de la seleccién utilizando
esta biblioteca tienen una afinidad nanomolar (Kd=1x10"?) para el antigeno relevante.

Plasma entero (albimina y alguna otra proteina grande de gran abundancia que no se sospecha difiera entre los
dos pacientes se retira mediante cromatografia de exclusién de talla) de un paciente con cdncer y un control sano se
recolectan y tratan como sigue:

La muestra de plasma del paciente con cancer se divide y biotinila en tres posiciones de aminodcido diferentes,
para minimizar la pérdida de epitopes relevantes de antigeno que se destruyen mediante el proceso de biotinilado
quimico.

El plasma de control se somete a un tratamiento superficial (tratamiento sin adicién de biotina). El plasma de con-
trol se concentra entonces cuarenta veces mediante tratamiento apropiado, y se mezcla subsiguientemente en iguales
volimenes con la muestra de plasma del paciente de cancer (volumen total = 1,0 ml)

La mezcla producida se mezcla con la biblioteca molecular bloqueada anterior, y la mezcla producida plas-
ma/enlazador se incuba durante la noche a 4°C a rotacién lenta extremo sobre extremo.

Luego del biocernido de seleccién, las perlas de captura e.g. particulas magnéticas cubiertas con estreptavidina
(recubrimiento de estreptavidina yMACS de Miltenyi, USA; didmetro de la perla = 50 nm) se afiaden y utilizan para
aislar proteinas biotiniladas de la muestra de plasma del paciente con cdncer y a los enlazadores enlazados mediante
antigeno de la biblioteca molecular (Siegel et al., 1997).

Las perlas magnéticas se afladen a una proporcién molar suficiente para capturar todo el antigeno biotinilado
afiadido (equivalente a la concentracion total de la proteina biotinilada del plasma del paciente con cancer).

La mezcla se transfiere a una columna de separacién magnética pretratada como describe Siegel, L. et al., J Immu-
nol Methods, 206 (1997), pp73-85:

1. Antes de la adicién de la suspensién de seleccion, la columna MACS se carga con BSA-PBA (BPBS) al 2% para
llenar la parte inferior (que luego estard fuera del campo magnético) y de esta forma la mezcla de la seleccion afiadida
subsecuentemente se distribuird proporcionalmente sin tupicién a través de la parte “magnética” de la columna. Una
aguja calibre 30, x1/2 pulgada se monta en el puerto de salida de las columnas para restringir la velocidad de flujo a
~10 pl/min.

2. Una vez cargada, la columna se coloca dentro de la magneto durante 2 min.

3. Un total de tres lavados con BPBS se llevan a cabo para cada ronda de seleccion, la primera de las cuales se lleva
a cabo con la aguja sujeta al puerto de salida de la columna, y se llevan a cabo lavados subsecuentes sin una aguja de
restriccion del flujo (velocidad del flujo ~200 ul/min.).

4. Luego del ultimo lavado, la columna se retira de la magneto y las perlas recubiertas/recubrimiento por fa-
gos/antigeno biotiniladas se descargan fuera de la columna con 500 ml de PBS utilizando el émbolo de una jeringa de
5 cc (Beckton-Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA).

5. La elucion se lleva a cabo mediante 4cido, base u otros medios igualmente apropiados (e.g. escision enzimdtica
si los miembros de la biblioteca molecular contienen un sitio especifico de escisién de enzima).

6. Las perlas se centrifugan, y los enlazadores eluidos se guardan y dosifican.

Utilizando el esquema experimental anterior, uno puede esperar el aislar enlazadores con especificidad para an-
tigenos diez veces o mds sobrerregulados (o presentes de manera Unica) en la muestra de plasma del paciente en
comparacién con la muestra de plasma de control y presente a niveles subnanomolares (o mayores) en la muestra del
paciente con cdncer, a la vez que elimina los enlazadores con especificidad para antigenos presentes en abundancia
igual en las muestras del paciente original con cdncer y del paciente de control.
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La Tabla V muestra los niimeros relativos esperados (teéricos, asumiendo que no hay disociacién de enlazadores
nanomolares durante el lavado) de los enlazadores con especificidad para diferentes categorias de antigeno.

TABLA V
Concentracion de Concentracion de | Kd=1x10-9M entrada |Enlazador aislado
Categoria de antigeno en plasma, | antigeno en plasma, | N° copia enlazador iuego del
Enlazador paciente con cancer | paciente control sano | especifico antigeno biocernido
(moles/ litro) {moles/ litro)
Antigeno restringido,
célula positiva 3.3x10° 0.00E+00 2.00E+0 19
Antigeno
enriquecido, célula 3.3x10°® 3.3x10° 2.00E+01 4
positiva
Antigeno
enriquecido, célula 3.3x10° 3.3x107° 2.00E+01 14
positiva
Antigeno 3.3x10” 3.3x1077 2.00E+01 4
enriquecido, célula
positiva
Antigeno enriquecido
célula positiva 3.3x107° 3.3x10™ 2.00E+01 2
Antigeno
enriquecido, célula 1x107° 0 2.00E+01 1
positiva
Antigeno comin
(altamente 3.3x10° 3.3x10° 2.00E+01 0
expresado)
Antigeno comiin
(moderadamente 3.3x10° 3.3x10° 2.00E+01 0
expresado)

La biblioteca molecular puede sustituirse por compuestos quimicos producidos de forma sintética. Seguiria siendo
necesario aproximarse a la afinidad mas alta probable a los compuestos quimicos objetivo en la “biblioteca quimica”
a ser aislados y el nimero/concentracién de cada compuesto quimico modificado afadido.

Ejemplo 13

Uso de las ecuaciones para determinar el nivel de adecuacion de una biblioteca molecular conocida en la ejecucion
de la presente invencion

Las ecuaciones de la presente invencién pueden utilizarse para evaluar bibliotecas moleculares de pardmetros
conocidos (incluyendo cantidades conocidas) respecto a su nivel de adecuacién para aislar los antiligandos con una
especificidad dada. E.g. el uso de las ecuaciones puede determinar la cantidad de ligando sustractivo y/u objetivo
requerido para aislar a los enlazadores requeridos y puede compararse a las cantidades conocidas en un ejemplo
provisto, para poder determinar si estd presente una cantidad suficiente de ligando.

Ejemplo 14
Realizacion de la presente invencion mediante métodos automdticos

La identificacién de ligandos utilizando el método de la presente invencion puede llevarse a cabo utilizando di-
versos niveles de automatizacién. La determinacién de la cantidad del primer ligando sustractivo y segundo objetivo

puede llevarse a cabo utilizando un programa informético disefiado para correr las ecuaciones derivadas de la ley de
accion de masas.
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Atun mads el método de identificacion puede automatizarse mas de ser necesario para obtener una identificacién
de alta productividad. En esta situacidn, la determinacion automética de la cantidad de primer y segundo ligandos
objetivo, es seguida de la provisién automadtica de cantidades determinadas de primer y segundo ligandos objetivo y la
exposicion automdtica de ligandos al antiligando.

A continuacion se describe una resefia de un software informatico que utiliza la presente invencion para automatizar
los procesos de seleccion de enlazador.

Al usuario se le pedird elegir un programa de seleccién. En un modo “simple” tales programas incluirian:

A. andlisis de la dependencia de la abundancia de interpoblacién de ligando positivo a negativo y aislamiento
de enlazadores independientes de abundancia de intrapoblacién de ligando (a mayor presicidn, una necesi-
dad de mayores concentraciones de antigeno). Este programa es ideal para el descubrimiento del biomar-
cador u objetivo). (e.g. figura 5)

B. andlisis de la dependencia de la abundancia de interpoblacién de ligando positivo a negativo y aislamiento
de enlazadores dependientes de abundancia de intrapoblacién de poblacién de ligandos (a menor presicion,
la necesidad de menores concentraciones de antigeno) (e.g. figura 2). Este programa tendria diferentes
subprogramas, e.g. “seleccion de célula transfectada”, “seleccién de célula de tipo natural” o “seleccion
de plasma”. En dependencia de que tipo de seleccion se elija el software estimara las frecuencias relativas
de ligandos objetivo presentes a diferentes nimeros absolutos y relativos en las poblaciones de ligando

positivo y negativo. El usuario puede elegir dar entrada manualmente a estos nimeros.

Al usuario se le pedird que especifique qué categoria de enlazadores es de interés. El usuario puede elegir para llevar
a cabo la seleccién de manera que solo se aislen marcadores con especificidad para poblaciones de ligandos tinicos
positivos, o elegir la inclusién de enlazadores con especificidad para ligandos presentes en mayor concentracién en
la poblacién de ligando positivo en comparacién con la poblacién de ligandos negativos. El usuario también brindara
informacién sobre la biblioteca de enlazadores:

1. Diversidad de biblioteca (niimero de enlazadores dnicos). Este valor se utiliza para establecer un umbral mas
alto respecto a la afinidad de enlazador.

2. Numero de copias de biblioteca de enlazador - la multiplicidad de cada miembro tnico de biblioteca.
3. Volumen de seleccion de reaccidn (litros)

4. Umbral respecto a afinidad de enlazador (Kd) (M) - Este valor responde a la afinidad mds baja de interés de
cualquier enlazador respecto a su ligando objetivo. El umbral superior para este valor se determina a partir de 1.

5. El valor esperado de las veces que cada enlazador se multiplicard luego de una ronda de seleccién (“el factor de
amplificacion”). El factor de amplificacion se calcula como el ndmero de fagos luego de amplificacion de enlazadores
aislados a partir de una ronda dada de seleccién, dividido entre el nimero de enlazadores aislados por el factor de
amplificacion actual. El factor de amplificacién esperado se reemplaza por el factor de amplificacion actual calculado
a medida que se llevan a cabo rondas de seleccidon de manera que se optimice cada ronda de seleccién.

6. El nimero mds bajo aceptado de enlazadores tnicos aislados luego de cada ronda de seleccién. Este nimero
pudiera ser cualquiera menor que 1 al nimero de copias de entrada del enlazador.

7. Disponibilidad de construcciones de ligando sustractivo (el nimero mds alto de construcciones de sustractivo
que estd disponible y que puede utilizarse en el proceso de seleccion).

8. “Nivel de deteccion de ligando”. La concentracién aproximada del ligando objetivo de interés de menor abundan-
cia e la poblacién de ligando positivo. Los enlazadores especificos para ligando objetivo presentes en concentraciones
mads bajas que la aqui especificada puede esperarse que no sean aislados.

9. Frecuencia deseada de enlazadores con especificidad para los ligandos menos frecuentes o débilmente sobrerre-
gulados, luego de la ronda final de seleccion.

Dados los parametros anteriores, el programa informatico calculara el nimero de rondas de seleccién necesarias
para enlazadores con especificidad y afinidad buscadas a ser aislados a una frecuencia deseada (basado en valores
de parametros de entrada), y el nimero de construcciones de ligando positivo y negativo a utilizar en las rondas de
seleccion respectivamente. Todos o ninguno de los pardmetros entrados para una seleccion dada pueden guardarse y
utilizarse para selecciones subsecuentes.

Aun més, la salida concerniente a las cantidades de cualquier material y el nimero de rondas de seleccién puede

vincularse a través del software a un esquema experimental automatizado en el que los datos de entrada del usuario
permitan el cdlculo automatico e implementacion de los materiales experimentales requeridos.
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REIVINDICACIONES

1. Un método de aislamiento de al menos un antiligando a al menos un ligando objetivo expresado diferencialmente
que comprende los pasos de:

®
(i)

(iii)

(iv)

donde:

)
(vi)
(vii)

(viii)

(ix)

brindar una biblioteca de antiligandos;

brindar una primera poblacién de ligandos que comprende un ligando sujeto a o incorporado en una cons-
truccién de ligandos sustractivo;

brindar una segunda poblacién de ligandos que comprendan al mismo ligando como en el paso (ii), sujeto
a o incorporado en una construccién de ligandos objetivos;

determinar una cantidad de la construccion de ligandos sustractivo y de la construccion de ligandos obje-

tivos en las poblaciones utilizando una o mas de las ecuaciones derivadas de la ley universal de accion de
masas

[CrdY _ .
BT

A, B, C & D =son los participantes en la reaccion (reactantes y productos)

a, b, ¢, & d = los coeficientes necesarios para una ecuacién quimica balanceada

para permitir aislamiento de antiligando a ligando objetivo expresado diferencialmente;

brindar la cantidad de la construccién de ligandos sustractivo como se determina en el paso (iv);
brindar la cantidad de la construccién de ligandos objetivos como se determina en el paso (iv);

brindar medios de separacidn para aislar el antiligando enlazado a la construccién de ligandos objetivos de
antiligando enlazado a una construccién de ligandos sustractivo;

exponer la biblioteca de (i) a las construcciones de ligando brindadas por (v) y (vi) para permitir enlace de
antiligandos a ligandos; y

utilizar los medios de separacion para aislar el antiligando enlazado al ligando sujeto a o incorporado en la
construccién de ligandos objetivos.

2. Un método de aislamiento de al menos un antiligando a al menos un ligando objetivo expresado diferencialmente
que comprende los pasos de:

®
(i)

(iii)

(iv)

brindar conjunto(s) de datos que describen una biblioteca de antiligandos;

brindar conjunto(s) de datos que describen una primera poblacién de ligandos que comprenden un ligando
sujeto a o incorporado en una construccién de ligandos sustractivo;

brindar conjunto(s) de datos que describen una segunda poblacién de ligandos que comprenden al mismo
ligando que en el paso (ii) sujeto a o incorporado en una construccion de ligandos objetivos;

determinar automdticamente una cantidad de construccién de ligandos sustractivo y construccion de ligan-

dos objetivos en las poblaciones utilizando una o méas ecuaciones derivadas de la ley universal de accién de
masas

CVY e
[4)°(2]
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donde:
A, B, C, & D = son los participantes en la reaccion (reactantes y productos)
a, b, ¢, & d =los coeficientes necesarios para una ecuacién quimica balanceada
para permitir aislamiento de antiligando a ligando objetivo expresado diferencialmente;
(v)  brindar la cantidad de la construccién de ligandos sustractivo como se determina en el paso (iv);
(vi)  brindar la cantidad de la construccién de ligandos objetivos como se determina en el paso (iv);
(vii) brindar una biblioteca de antiligandos descrita por (i);

(viii) brindar medios de separacién para aislar el antiligando enlazado a la construccién de ligandos objetivos de
antiligando enlazado a construccién de ligandos sustractivo;

(ix)  exponer la biblioteca de (vii) a las construcciones de ligandos de (v) y (vi) para permitir enlace de antili-
gandos a ligandos; y

(x)  utilizar los medios de separacion para aislar el antiligando enlazado al ligando sujeto a o incorporado en la
construccion de ligandos objetivos.
3. Un método como se reivindica en la Reivindicacion 2 en el que el paso (iv) y al menos uno de los pasos (v), (vi),

(viii), (ix) y (x) se llevan a cabo automdticamente.

4. Un método como se reivindica en cualquiera reivindicacion precedente en el que el ligando no se expresa en un
ligando sea de la construccién objetivo o de la construccion sustractiva.

5. Un método como se reivindica en cualquiera reivindicacién precedente que comprende un paso ulterior de
liberacién del antiligando del ligando.

6. Un método como se reivindica en cualquier reivindicacién precedente en el que los pasos (ii) al (ix) y/o (x) se
llevan a cabo en paralelo para aislar una pluralidad de antiligandos a una pluralidad de diferentes ligandos.

7. Un método como se reivindica en cualquier reivindicacion precedente en el que los pasos (ii) al (ix) y/o (x) se
repiten una o mas veces.

8. Un método como se reivindica en cualquier reivindicacién precedente en el que la cantidad de una de las
construcciones sustractivas o construcciones objetivo se brinda en exceso respecto a la cantidad de la otra construccién
sustractiva o construccién objetivo.

9. Un método como se reivindica en la Reivindicacion 8 en el que el exceso de ligando estd entre 10 y 100 veces.

10. Un método como se reivindica en una cualquiera de las Reivindicaciones 1 a la 9 en el que la ecuacién de (iv)
es:

b4

AT+ IXCVY) ‘[ Us T+ E)CNY
2 4
donde:

bA = antiligando enlazado

A =ndmero total de antiligando

T = ndmero total de ligandos

C = constante de Avogadro (6,022 x 10* particulas/mol)

V= volumen de reaccién (litros)

K4 = constante de equilibrio de disociacién.
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11. Un método como se reivindica en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a la 9 en el que la ecuacién de (iv)
es:

T (T,xC,)
X
2 4 (T.xC)+(TxC))

py AT+ RIX(CE) J (4 T+(Kx(C)

donde:

bAp = antiligando enlazado

T, = el nimero de ligandos en C,

T, = el nimero de ligandos en C,

C, = el nimero de construcciones de ligandos objetivos

C, = el niimero de construcciones de ligandos sustractivos

A = ntimero total de antiligando

T = nimero total de ligandos

C= constante de Avogadro (6,022 x 10? particulas/mol)

V= volumen de reaccion (litros)

K4 = constante de equilibrio de disociacién.

12. Un método como se reivindica en cualquier reivindicacién precedente en el que los medios de separacion se
seleccionan de entre al menos uno de un soporte s6lido, membrana celular y/o porciones de ésta, membrana sintética,
perlas, etiquetas quimicas y ligando libre.

13. Un método como se reivindica en la Reivindicacién 12 en el que los medios de separaciéon son membranas
celulares y/o porciones de éstas.

14. Un método como se reivindica en la Reivindicacién 13 en el que los ligandos se sujetan a y/o incorporan dentro
de membranas celulares separadas y/o porciones de éstas.

15. Un método como se reivindica en la Reivindicacién 13 o 14 en el que los medios de separacion de las cons-
trucciones sustractivas u objetivo tienen una densidad diferente.

16. Un método como se revindica en la Reivindicacién 15 en el que los medios de separacién de la construccién
sustractiva son de una densidad inferior respecto a los medios de separacion de la construccién objetivo.

17. Un método como se reivindica en la Reivindicacion 14 en el que los medios de separacién de la construccién
sustractiva son una vesicula de membranas.

18. Un método como se reivindica en la Reivindicacién 16 en el que los medios de separacién de la construccién
objetivo son una membrana de célula entera.

19. Un método como se reivindica en cualquier reivindicacién precedente en el que el paso (ix) se lleva a cabo
mediante al menos uno entre centrifugacioén por densidad; secuestro por soporte s6lido, secuestro por perla magnética,
enlace de etiqueta quimica y particién de fase acuosa.

20. Un método como se reivindica en la Reivindicacién 19 en el que la centrifugacion por densidad se lleva a cabo
utilizando un gradiente de Ficoll.

21. Un método como se reivindica en cualquier reivindicacion precedente en el que la biblioteca del paso (i) es una
biblioteca de exposicién que comprende una pluralidad de miembros de biblioteca que exponen antiligandos.

22. Un método como se reivindica en la Reivindicacién 21 en el que la biblioteca es una biblioteca de exposicion
de fases.
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23. Un método como se reivindica en cualquier reivindicacién precedente en el que el ligando es al menos uno
de entre antigenos, ligandos receptores; y objetivos de enzimas, que comprenden al menos uno de entre carbohidrato;
proteina; péptido; lipido; polinucleétido; moléculas inorgdnicas y moléculas conjugadas.

24. Un método como se reivindica en cualquier reivindicacién precedente en el que la biblioteca antiligando se
construye a partir de al menos uno de entre anticuerpos, y variantes enlazadoras de antigenos, derivados o fragmentos
de éstos; moléculas andamiaje con superficies variables por bioingenieria; receptores; y enzimas.

25. Un método como se reivindica en cualquier reivindicacién precedente que comprende un paso ulterior de
exposicion del ligando y sus medios de separacién a un estimulo que influye en la expresién de ligandos objetivos
sobre dichas construcciones de ligandos.

26. Un producto de programa informdtico, que comprende un medio informatico de lectura que tiene adaptados
medios de programa de codificacién informatica, que cuando dicho programa se carga en un ordenador, hace que el
ordenador ejecute el método de una cualquiera de las reivindicaciones 2 a la 25.

27. Un programa informdtico, que puede distribuirse mediante transmisién electrénica de datos, que comprende

medios adaptados de programa de codificacidn informatica, que cuando dicho programa se carga en un ordenador hace
que el ordenador ejecute el método de una cualquiera de las reivindicaciones 2 a la 25.
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Figura 1
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Figura 3
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Figura 5
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Figura 7A
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Figura 8A
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