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PRODUCCION Y UTILIZACION DE BANCOS DE GENES DE ANTICUERPOS HUMANOS
(“BIBLIOTECAS DE ANTICUERPOS HUMANOS”).

DESCRIPCION

La invencién se refiere a la produccion y la utilizacion de bancos de genes de anticuerpos (AK)
humanos. Partiendo de una mezcla de linfocitos B humanos, se transcribe su ARNm (acido
ribonucleico mensajero) en ADNc (acido desoxirribo-nucleico complementario) utilizando cebadores
oligo-DT. A continuacion tiene lugar una amplificacion del ADNc especifico para AK mediante una
reaccion en cadena de polimerasa (PCR, Polymerase Chain Reaction) utilizando secuencias
apropiadas de cebadores oligonuclettidos. Mediante expresion de este ADNc amplificado
especifico para AK en un vector bacteriano de expresion, por ejemplo el vector pFMT descrito
seguidamente, en escherichia coli (E. coli), se dispone asi de una biblioteca de anticuerpos humanos
con un repertorio amplio para el cribado (“screening”) in vitro con antigenos seleccionados.

Se estima que el sistema inmunitario de un ser humano o de un animal mamifero posee entre 108 y
108 anticuerpos diferentes. Este numero de anticuerpos es suficiente para provocar una reaccion
inmunitaria del cuerpo, tanto contra la totalidad de antigenos presentes en la naturaleza como
también contra antigenos artificiales. Si ademas se considera que con frecuencia varios anticuerpos
reaccionan con el mismo antigeno, el repertorio de anticuerpos realmente diferentes ha de
establecerse mas bien en la gama de 108 a 107.

Hasta ahora, se obtenian anticuerpos especificos siempre partiendo de una inmunizaciéon con el
respectivo antigeno, por ejemplo de una inyeccion del antigeno en el organismo o una incubacion de
células de bazo in vitro con este antigeno. En el caso de anticuerpos policlonales, se puede aislar a
continuacion la inmunoglobulina a partir del suero y se pueden obtener a partir de ello los anticuerpos
especificos, por ejemplo mediante procedimientos de absorcion. Los anticuerpos monoclonales se
aislan a partir de los sobrenadantes celulares o a partir del material lisado de células de tumor de
bazo (células de hibridoma) clonadas, fusionadas con linfocitos B individuales. Los procedimientos
antes expuestos no son apropiados en particular para la produccidon de anticuerpos humanos
especificos o de anticuerpos monoclonales humanos.

La presente invencion se formulé por lo tanto la misién de desarrollar un método realizable de un
modo general para la produccion de anticuerpos monoclonales humanos especificos (huMAK'’s) o
de partes de anticuerpos, que contienen el sitio de fijacion a antigenos.

Se encontré que los huMAK’s buscados o sus partes, que contienen el dominio variable que se fija
a un antigeno, se pueden aislar a partir de bancos de genes de inmunoglobulina humana. En primer
término, partiendo una mezcla de linfocitos B humanos no activados, se aisl6 el ARNm de éstos vy,
con ayuda de cebadores oligo-dT, se transcribi6 en ADNc. Una amplificacion especifica de la
poblacion de ADNc’s de anticuerpos dentro de la agrupacién obtenida de ADNc’s, se consiguid
mediante la utilizacion de PCR. Para esto se utilizaron determinados “cebadores” oligonucleétidos,
que son homologos respecto a secuencias conservadas en ambos extremos del ADNc de anticuerpos
(véase mas adelante y los ejemplos). La concepcién de los cebadores para la reaccién de retorno,
con el fin de realizar la sintesis de la cadena no codificadora del ADN de la cadena pesada, se
basa en secuencias de inmunoglobina M o IgM (subclase lll, puesto que ésta abarca la mayor parte
de las secuencias de IgM). Las moléculas de IgM estan presentes en linfocitos B no activados con
mayor frecuencia que todas las otras clases de inmunoglobulinas. Por el contrario, las secuencias de
IgG predominan en linfocitos B activados, cuyo repertorio de diferentes anticuerpos es muchisimo mas
pequefio. En el caso de una biblioteca de IgG podria existir ademas el peligro de que una IgG o
unas pocas IgG’s, expresadas de manera especialmente intensa, dominasen en la biblioteca.

Hasta 30 rondas de amplificacion se llevaron a cabo de una manera conveniente. Los cebadores
(“primer”) oligonucledétidos contienen apropiados sitios de restriccion, con el fin de insertar el ADN
amplificado, por ejemplo en el plasmido de expresion de anticuerpos pFMT (véase mas adelante).
Este plasmido de expresiéon hace posible la expresion de ADNc de anticuerpo y la subsiguiente
segregacion de los productos de expresién en bacterias (E. coli). El operén de anticuerpo del
plasmido contiene las secuencias de las partes variables tanto de la cadena pesada como también
de la cadena ligera de un anticuerpo. Secuencias de guia (“leader”’) apropiadas, procedentes del
extremo terminal de amino de una proteina bacteriana, hacen posible la segregacion de las partes de
anticuerpos. Las secuencias de guia se disocian al realizar la secrecién de una enzima bacteriana.
Durante la secrecion de los productos del ADNc de anticuerpo se asocian las cadenas ligeras y
pesadas del anticuerpo (con o sin un dominio constante colindante). De este modo se forma un
anticuerpo o un fragmento de anticuerpo, que contiene un sitio funcional de fijacién a un antigeno.
Estructuras artificiales (constructos) similares para anticuerpos individuales han sido descritas
también por otros autores (Better y colaboradores (1988), Science 240, 1041, y Skerras & Plickthun
(1988), Science 240, 1038).

La amplificaciéon de ADN'’s, que codifica para las partes variables de anticuerpos, se describio
ciertamente por otros autores (Orlandi y colaboradores (1989), Proc. Natl. Acad. Sci. 86, 3833;
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Sastry y colaboradores, (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. 86, 5728; Ward y colaboradores (1989),
Nature 341, 544); Huse y colaboradores (1989), Science 246, 275). En este caso, sin embargo,
se aisl6 el ARNm procedente de células de hibridoma o de linfocitos de bazo, que entre
otras cosas codifica también para anticuerpos, después del tratamiento con un antigeno
determinado. Por lo tanto, se emplearon alli también secuencias de cebadores, que se basan
solamente en secuencias de IgG. Esto naturalmente presenta ventajas alli donde se busca el mayor
numero posible de clones de ADN de anticuerpos, que proceden de linfocitos activados. Con
cebadores procedentes de secuencias de IgG, son muchisimo mayores las posibilidades de
encontrar clones que contengan ADN que codifiquen para anticuerpos contra el antigeno inyectado.
Hay que afadir a esto el hecho de que en los trabajos precedentes se sintetizaron ADN de
anticuerpos murinos, y por lo tanto no humanos, y adicionalmente se amplificaron excluyendo zonas
de la cadena lambda.

En la presente invencion se utilizan por el contrario secuencias de cebadores que son homdlogas con
respecto a secuencias existentes en los dominios constantes de ADNc de IgM. Asi, la invencidn se
puede realizar de un modo 6ptimo, es decir que se puede poner a disposicién una multiplicidad muy
grande de anticuerpos, a saber el repertorio total de anticuerpos, en forma de una biblioteca. La
expresion, preferiblemente en E. coli, proporciona entonces la buscada biblioteca de anticuerpos
humanos, en la que los anticuerpos humanos o las partes de tales anticuerpos que se buscaban se
encuentran por cribado de clones bacterianos con el antigeno elegido.

En la tabla 1 se recopilan cebadores oligonucleétidos apropiados para la amplificacion. Las
posiciones de los cebadores antes mencionados en las cadenas @, kappa y lambda se representan
esquematicamente en la Tabla 2. Las construcciones bioldgico-moleculares en particular y entre ellas
también el vector de expresiéon, es decir el plasmido de expresiéon de anticuerpos, pFMT, se
describen en los siguientes ejemplos.

La invencidn se refiere en consecuencia a bibliotecas de anticuerpos humanos, que se producen por
medio de transcripcién del ARNm procedente de linfocitos B humanos (periféricos) no activados,
mediante cebadores oligo-dT, subsiguiente amplificacion mediante PCR utilizando cebadores que
contienen secuencias homodlogas con respecto a zonas conservadas de ADNc de IgM, vy
subsiguiente incorporaciéon en plasmidos de expresion apropiados para realizar la expresion en
microorganismos, preferiblemente en el vector de expresién pFMT para la expresion en E. coli. En
una forma preferida de realizacion, se incorpora adicionalmente una secuencia, que codifica para
un péptido marcador, por ejemplo una secuencia “TAG”, de forma tal que se pueden detectar de
una manera sencilla los productos de expresion con anticuerpos monoclonales establecidos contra
el péptido marcador (Wehland y colaboradores, (1984), EMBO J. 3, 1295).

Ademas incluye la invencidn la utilizacion de las antes citadas bibliotecas de anticuerpos humanos
para el aislamiento de anticuerpos humanos o partes de tales anticuerpos que se buscan, con un sitio
funcional de fijacion a antigenos, mediante “cribado” con antigenos seleccionados, asi como
procedimientos para el aislamiento de los mencionados anticuerpos humanos o sus partes que fijan
antigenos, y también procedimientos para generar las mencionadas bibliotecas de anticuerpos
humanos.

Los siguientes ejemplos ejecutan la invencidon de manera adicional, pero sin limitarla. Finalmente,
la invencion esta contenida en las reivindicaciones.

Ejemplos:

Ejemplo 1: Produccion de un vector de expresion de anticuerpos

El plasmido pKK233-2 (Amann y Brosius, (1985) Gene 40, 183, y Straus y Gilbert, (1985) Proc.
Natl. Acad. Sci. 82, 2014) se escogid6 como vector de base para la constitucion del vector de
expresion de anticuerpos (Figura 1).

Antes de la incorporacion del operon de anticuerpos, se corté el plasmido con Sall y BamHlI, los
extremos se rellenaron con polimerasa de Klenow y se ligaron. De este modo se eliminaron estos dos
sitios de restriccion y el ADN situado enmedio. Ademas, el plasmido se disocié con Hindlll, los
extremos se rellenaron con la polimerasa de Klenow y se ligaron con enlazadores de BamHI.
Mediante esta operacion se eliminé el sitio de restriccion Hindlll y se inserté un sitio de BamHI. En
este plasmido modificado se inserté el ADN de anticuerpos. Una via esquematica de construccién
del operdn de anticuerpos, que codifica para un ARNm de anticuerpo bicistrénico, se muestra en la
Tabla 3. Con el fin de hacer posible la segregacion del anticuerpo, se utilizé la secuencia de guia de la
enzima bacteriana pectato liasa. La secuencia de guia de esta enzima ya se ha utilizado para la
expresion y la segregacion de un anticuerpo quimérico de ratén y de ser humano (fragmento Fab,
Better y colaboradores, véase mas arriba) asi como de la parte variable de un anticuerpo
“humanizado” (Ward y colaboradores, véase mas arriba, Huse y colaboradores, véase mas arriba). El
ADN para la primera secuencia de guia (P1 delante de la cadena pesada) y la secuencia para un
segundo sitio de fijacion a ribosomas (RBS) y una segunda secuencia de guia (P2 delante de la cadena
ligera) se sintetizaron a partir de varios oligonucleétidos (Tabla 4).
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Los ADNc de anticuerpos, que codifican para las regiones variables de las cadenas pesadas y
ligeras de un anticuerpo humano (HuVhlys o bien HuV1lys; Riechmann y colaboradores, (1988)
J. Mol. Biol. 203, 825), los obtuvo el Dr. G. Winter (Cambridge, Reino Unido). Los sitios de
restriccion con Hindlll (HuVhlys) y con EcoRV (HuVllys) se introdujeron para hacer posible la
insercion del ADNc de anticuerpos en el vector de expresion. Otros sitios de restriccion para
Banll (HuVhlys) y para BstEIll o bien Kpnl (HuVllys) se introdujeron para cambiar “en bloque”
zonas hipervariables. Junto al extremo de la secuencia de ADNc de HuVhlys se incorpor6é una
sefal de detencion (Stop). Se eliminé un sitio para Banll en la cadena ligera. Estas modificaciones
se llevaron a cabo mediante una mutagénesis dirigida a un sitio (“site directed mutagenesis”) en el
bacteriofago M13mp18 (Zoller y Smith, Meth. Enzymol. 100, 468-500). La secuencia del ADN de
anticuerpos terminado se muestra en la tabla 5.

Para la insercion de la secuencia de guia P41 (Tabla 4), el plasmido modificado pKK233-2 se digirio
con las enzimas de restriccion Ncol y Pstl y la P4 se insertd entre estos sitios (pKK233-2-P4). Otras
etapas de clonacién, salvo la ultima etapa, se emprendieron con el plasmido pUC18. La razén de
ello consiste en que la presencia de partes individuales del operén de anticuerpos en el vector de
expresion perjudica el crecimiento del anfitrion bacteriano.

Antes de la clonacién en pUC18 se tuvo que eliminar su sitio de restriccion BamHI. Después de
una digestion con BamHI, los extremos monocatenarios se rellenaron con el fragmento de Klenow
y se volvieron a ligar. Este plasmido modificado se digirié luego con Pst1 y Hindll y se introdujeron y
ligaron el P> mas el RBS entre estos sitios de restriccion (pUC18-P2). En esta operacion desaparece
el sitio original de restriccion Hindlll del plasmido y se incorpora un nuevo sitio de restriccion Hindll. El
pUC18-P, se digiri6 luego con Pstl e Hindlll, y el ADN de la cadena pesada (insercién Pstl-Hindlll
procedente de M13) se ligé en estos dos sitios (pUC18-HP;). Este plasmido se digirié luego con
EcoRV y BamHlI, y el ADN de la cadena ligera (insercion EcoRV-BamHI procedente de M13) se
ligé alli dentro (pUC18-HP,L).

En una forma de realizacion preferida, se introdujo y ligé en la nueva interfaz Hindlll una
secuencia “TAG” (Tabla 4). La secuencia “TAG” codifica para el péptido Glu-Glu-Gly-Glu-Glu-
Phe y es reconocida por el anticuerpo monoclonal YL 1/2 (Wehland y colaboradores (1984)
EMBO J. 3, 1295). El plasmido resultante es el pUC-HTP,L.

Para la insercion del HP,L y del HTP-L respectivamente en el vector de expresion, se cortaron los
pUC18-HP,L y pUC-HTP.L respectivamente con Pstl y BamHI, y el correspondiente fragmento de
restriccion se ligé en cada caso en el plasmido modificado pKK233-2-P; en estos dos sitios de
restriccién. Una representacion esquematica del vector de expresion pFMT acabado se muestra en
la Tabla 6.

Ejemplo 2: Obtenciéon de ARN a partir de linfocitos B humanos

Para enriquecer células B periféricas a partir de sangre humana, ésta se diluy6é a 1:1 con PBS (de
“phosphate buffered saline” = solucidn salina tamponada con fosfato) y se centrifugd a través de
una almohadilla de Ficoll® (de Pharmacia) (1,077 kg/l). Las células de la interfaz se lavaron dos
veces con PBS y se incubaron a 37°C durante una hora en un medio RPMI que contenia 10% de
suero de ternero fetal, sobre un substrato de plastico (frasco de cultivo). Las células adherentes
(monocitos y macrofagos) se adhieren al recipiente de cultivo y de esta manera se pudieron
eliminar de la formulacion. Las células no adherentes se recogieron por centrifugacion y se
homogeneizaron en isotiocianato de guanidinio 4,4 M, mercapto-etanol al 5% y lauroil-sarcosina al
2%. Luego, el material homogeneizado se centrifugdé a través de una almohadilla de CsCl 5,7 M
durante 18 horas a 125.000 g. EI ARN sedimentado se disolvio en H,O bidestilada y se precipitd
durante una noche a -20°C con etanol al 70% y 1/20 volumenes de LiCl 8 M.

Con el fin de obtener una pluralidad todavia mayor de anticuerpos con diferente especificidad, se
mezclaron preparaciones de ARN, en cada caso de 500 ml, de la sangre de 20 personas diferentes.

Ejemplo 3: Amplificacion del ADN de anticuerpo

El ARNm se purificé mediante oligo-dT-sefarosa (kit de Pharmacia) y se transcribié con transcriptasa
inversa (kit de Amersham) y cebador oligo-dT en ADNc. Los productos se utilizaron directamente
en la “reaccién en cadena de la polimerasa” (“polymerase chain reactor” = PCR). Los cebadores de
PCR vy los sitios de hibridacién se muestran en las Tablas 1 y 2 respectivamente. Mediante una
combinacion del ADN p obtenido con un ADN kappa o bien lambda en el vector pMFT, se
produjeron dos diferentes bancos de expresiéon. La utilizacion de diferentes cebadores para la
sintesis de las cadenas no codificadoras en la reaccion en cadena de la polimerasa hace posible la
preparacion de dos diferentes tipos de anticuerpos, que en uno de los casos contienen solamente el
dominio variable y en el otro de los casos contienen adicionalmente un dominio constante (similar
al fragmento Fab de un anticuerpo). Para efectuar la PCR se hicieron reaccionar 4 pl de una
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sintesis de ADNc en cada caso con 0,2 nmol de los dos cebadores en un volumen de 50 pl. La
composicion de reaccion contenia 100 mM de KCI, 0,1% de gelatina y 2,5 U de polimerasa Tagq.
Después de 30 ciclos de polimerizacion, que consistian en 1 min. a 95°C, 2 min. a 55°C y 2 min. a
72°C, el ADN se precipitd con etanol.

Ejemplo 4: Inserciéon del ADN de anticuerpo en el plasmido de expresion

El ADN precipitado se tomé en un tampdén de carga para geles de agarosa [(0,1% de azul de
bromofenol, 7% de Ficoll® [Pharmacia]) y se separ6 mediante agarosa al 2% a 10 V/cm en un
tampén TBE (45 mM de tris-borato, de pH 8,0, 10 mM de EDTA). EI ADN de anticuerpo
sintetizado se identifico6 en base a su peso molecular y se eluyé a partir del gel. Tras la
precipitacién con etanol se tomd en un tampdén para las correspondientes enzimas de restriccion
y se corté con las correspondientes enzimas de restriccion (Boehringer Mannheim) (ver al
respecto las Tablas 1y 2). Después de una precipitacion en etanol, se incorpord y ligé en el vector
pFMT asimismo cortado, tal como se muestra esquematicamente en la Tabla 7.

Ejemplo 5: Expresion y “cribado” de anticuerpos en E. coli

Células de E. coli competentes se transfectan con plasmidos pFMT, que contienen la biblioteca de
ADN de anti-cuerpos insertada, se extienden sobre placas de agarosa y a continuacion se incuban con
filtros de nitrocelulosa, que estan recubiertos con el antigeno buscado. Después de la eliminacion de
anticuerpos fijados de una manera no especifica, los clones activos se identifican con un anticuerpo
marcado frente a las inmunoglobulinas humanas segregadas a partir de E. coli. En la forma de
realizacion preferida, con el fin de identificar los clones buscados, se utiliza el anticuerpo
monoclonal YL 1/2, que esta dirigido contra la secuencia “TAG”.

Leyenda de la Figura 1:

Mapa de restricciones del vector de expresion pKK233-2 (Amann y Brosius, véase mas arriba).
Ptrc significa promotor hibrido de triptéfano y lac

RBS significa sitio de fijacion a ribosomas

rrnB significa ARN B ribosomal (ARN de 5S)

58 significa gen para ARN de 5S (contiene rrnB).

Antes de la clonacién de un ADN de anticuerpo en el vector de expresién, se llevaron a cabo las
siguientes modificaciones:

1. Los sitios de restriccion Sall y EcoRI se eliminaron junto con el ADN situado enmedio.
2. El sitio de restriccion Hindlll se transformé en un sitio de restriccion BamHI.
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. . TABLA 1
Listado de Secuencias

Cebadores oligonucleétidos para la amplificacion de ADNc con la reacciéon en cadena
de la polimerasa

1. Cebadores oligonucledétidos para la PCR hacia adelante

D. Cadena y

Pstl
GAGGTGCAGCTGCAGGAGTCTGGGGGAGGCTT

E.Cadena k

BaED -
TGTCTGCATCTGT(A/GIGGAGACAGGGTCACCATCAA/OTIG

F. Cadena A

BaEDO
CCTCAG(C/TGTCTGGG(A/T)CCCCAGGACACGAGGGTGACCATCTCCTIGC

2. Cebadores oligonucledétidos para la PCR de retorno (dominio variable mas dominio
constante colindante)

A1. Cadena j (sin secuencias “TAG”)

: Hind I : .
GGGTGGGACGAAGAAGCTTACTTAGGGAGGCAGCTCAGCAATCAC
A2. Cadena p (con secuencias “TAG”)
Hind OI .
GGGTGGGACGAAGAAGCTAAGCTTGGGAGGCAGCTCAGCAATCAC

B. Cadena k

GG CAC]TCMMCACTCTCCCCTGTTGMGCTCHTGTGACG GGCGA
GCTCAGGCC

C. Cadena A

‘ BamHI :
GTGAGGG(A/TITGGGATCCTATGAACATTCTGTAGGGGCCACTGT

3. Cebadores oligonucledétidos para la PCR de retorno (dominio variable)

G1. Cadena p (sin secuencias “TAG”)

Hind I
CACAGGAGACGAGGGGGAAAAGCTTTGGGGCTTATGCACTCCC

G2. Cadena p (con secuencias “TAG”)

Hind I
CACAGGAGACGAGGGG GAA&&EQITGGGGCGGATGCACF CCC

H. Cadena k

AACAGAGGCGQAIETCATTTCAACTGCTCATCAGATGGCGGGMGATGAA
GAC

l. Cadena A

BamH]
AGCTCCTCAGAGGA(C/GGGCGGGATCCGAGTGACCTAGGGG
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TABLA 4

Secuencias de las secuencias de guia P1y P2 en el operén de anticuerpo asi como de las
secuencias “TAG”

P1
Secuencia de guia de la pectato liasa (P1)

M':(‘;’-"_.I.T"‘.'AA.A.GL-LLL.‘.»\.Q?AR-‘.RQVQLQ
AT EAAATACCTCTT6EC TACGSTAGE C 5o Taa T TC TS TS TGOS TGS TEAGECEICaATEECOCAAGT TCAGE: B
T
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P2

Secuencia de guia de la pectato liasa (P2)

RBS
M X ¥ L L P T R A-A
[0 TG T G CAR TTCAT TARAGAGGAGAAA TTAAC TECA TGAR G TAC TTACTGO SSACCOTITGIESTS

G L L L L A AQ®? A MATD.TI
. GETC TS TG OTIGSCGoC T oAGTTaSCTATESC TR T To ST To =

ZeoAV  BamHI
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Los nucledtidos puestos entre paréntesis son los nucleétidos colindantes del plasmido.

Las secuencias de guia se sintetizaron por medio de la hibridacion de los siguientes
oligonucleétidos

P1

a.53 ' CRTE MLWCCme--‘GC:GrG\J\—_nGJ-

5.3 TITATGGEASAACGIAT CFICGGCGRCCHG-E&CM'TMCG«;CCSCTACC&G"WCGS :
- 3TCTGITES ;mm&cmamm._%—&a

P2
a. & LA G T TI GAATTOATTAAAGAGSAGAAR T *

5.5 TTARCTC ERTEHAHC_AC_GCCGACCGU_G-. l

c.3 nC""'Cw ucwm”ﬂmcmanmcu—mmtummssrmcmm&c%
ARG EAGT O G CaATACCEACTATAGCCTAGIITGAS ©

&. 5 GCTCAGCSGACTATGOCTGATATCGGATCES *

2.5 GIGEETCICCTCCTGTTECG3

Las secuencias “TAG” se sintetizaron mediante la hibridacion de las siguientes secuencias:

a. 5 AGCTTGRAGAAGG T GAAGARATTCIAATGT S

AGCTCATT ToCTTCACSToCTTCAD
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TABLA 5

Secuencias de nucleétidos de ADN de anticuerpos

a) cadena pesada (dominio variable) HuVhlys

HindllL, . oo e e e v nua

1 - 10
feieeaeaa 6 V E S @ vV Q L Q E S 6 P 6 L V R.
CICTCCACAGGTGICCACTCCCAGETCCARCTECAGGAGAGCGGTCCAGGTCTTGTGAGA
, - Psil . -
20 30 CDR1

S @ T L § L T C T VYW s 6 T T T sWerys

CCTAGCC?«GA.CCC'GRGCC"GmCtGTGTCTGuCTTCFLCCITI:AGCG GCTATGGT
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40 . . 50
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CDR2 60 70
P/G/N] =/ D]/ ¥IN/S/AILIK/ISIR vV T M L V D

GnIGGMCACKGACTATMIIhAGCTCTCAMI CCnGRG;GACAATG-TGuTAGAﬂLCC

80 - S © g0
"X ¥ @ F S L R L § 8 Vv T A A D .T A V

AGCAAGARCCAGT TCAGCCTIGAGACTCAGCAGIGIGACAGCCGCLGACACCACEGTCTAT

_ Saell
_ , : 160 _CDR3 110
X € A RIZ/R/AD/X/R/L/D/Y|W 6 @ 6 5 L V¥

Banll
.v 5 S Stwop ' .
GICICCTCAT2ECOTTCCTTA E.-..nCE‘CTC'.“"' Cr AT T CCT T AN . .. v v v = = . BamHl
HindIIT
b) cadena ligera (dominio variable) HuVIlys
Hindld. . «v oo aava. -
1l . 10. .

6 v BE S b I o N T O S P S S5 L s A.
CICTCCACAGG TG T CCACTCCEA T AT CAGATSACECAGAGCCCAAGEAGCCTGAGEGET
EcoRY
. 20 CDR1___
- ¥V 6 b R V T.I T cla/n/s[c_,{ufz/a[nfr;r.
AGCGTGEGETGACAGEETGACCATCACCT G TAGAGCCAGCGGIARCATCCACRACTACLTG
‘ | BstEQ

40 50 CDR2

/AW ¥ Q@ ©Q-KE ®P G K A P KE L L I ¥/ T/ T/ T
GCTTGGTACCAGCAGAAGCCAGGTARGGC TCCARAGCTGCIGATC TACTACACCRCLACE

: 60 - , 10
/~/a2/ple v » s R T S ¢ S &€ § 6 T D F T F
CTGGLIGACGGTGTGCCARGCAGATTCAGCGGTAGCGG TAGCEGTACCGACTTICACCTTC

30 50 CDR3
. I 5 5 L @ 2 E D I A T ¥ ¥ CfZﬁ; E/JF /W /S,
ACCATCAGCAGCCTCCAGCCAGAGEACATCGCOACCTACTACTGCCAGCACTTCIGEAGT

100 -

/2/2/r/t)lf¥ 6 @ 6 T X ¥V E T = R..E Swp

Acccmr:,sacs'rrccecmﬁMaamsm:ma.c:amaamsunrmc
Kpnl

TTTGCTTCCTCAGTTIGSATCC
Barmidl
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TATTGTGCARGAGAGAGAGATTATAGGCTTGACTACTGGGGTCAGEGCICCCTCGTCACA
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REIVINDICACIONES

Procedimiento para la produccién de bibliotecas de anticuerpos humanos,

caracterizado porque se aisla ARNm a partir de linfocitos B humanos periféricos no activados
y se transcribe en ADNc, a continuacion el ADNc que codifica para los anticuerpos se amplifica
por medio de PCR mediante cebadores apropiados, a continuacion de ello se lleva a cabo una
incorporaciéon en plasmidos de expresion apropiados y finalmente se efectia una expresion del
ADNCc de anticuerpos en clones individuales, y

porque mediante los cebadores utilizados se amplifican en cada caso solamente las regiones
variables, los plasmidos de expresién no codifican para ningdn dominio constante de un
anticuerpo y

porque la concepcion de los cebadores utilizados para la reaccion de retorno, con el fin de
sintetizar la cadena no codificadora de la cadena pesada, se basa en secuencias de IgM.

Procedimiento segun con la reivindicacion 1,
caracterizado porgue la expresion se efectta en el plasmido pFMT segun la Tabla 6.

Procedimiento para el aislamiento de anticuerpos humanos especificos,

caracterizado porque con antigenos especificos se criban bibliotecas de anticuerpos humanos
producidas segun la reivindicacion 1 6 2.
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Operador de lac ~ -

S TTGACAATTAATCATCCGGCTCGTATAATIGTGTIGE AATTIGTGAGCGGATAAL
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AATTTCACACAGGAIMACAGACCIATGIGCTGCAGCCAAGCTTGGCTGITTITGGC.. 3
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