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DESCRIPCION

Colecciones de polipéptidos de anticuerpos humanos.

La presente invencién se refiere a procedimientos para seleccionar repertorios de polipéptidos usando ligandos
genéricos y diana. En particular, la invencién describe un procedimiento para seleccionar repertorios de polipéptidos
de anticuerpos con ligando genérico para aislar subconjuntos funcionales de los mismos.

Introduccion

El dominio de unién de antigenos de un anticuerpo comprende dos regiones distintas: un dominio variable de la
cadena pesada (Vy) y un dominio variable de la cadena ligera (V_: que puede ser o V, o V,). El sitio de unién de
antigenos en si estd formado por seis bucles de polipéptidos: tres del dominio Vi (H1, H2 y H3) y tres del dominio V.
(L1, L2 y L3). Un repertorio primario diverso de genes V que codifican los dominios Vi y V. se produce mediante
la reordenacion combinatoria de segmentos de genes. El gen Vy se produce por recombinacion de tres segmentos de
genes, Vy, D y Ji. En los seres humanos, hay aproximadamente 51 segmentos Vy funcionales (Cook y Tomlinson
(1995) Immunol Today, 16: 237), 25 segmentos D funcionales (Corbett y cols. (1997) J. Mol. Biol. 268: 69) y 6
segmentos Jy funcionales (Ravetch y cols. (1981) Cell, 27: 583), dependiendo del haplotipo. El segmento Vy codifica
laregién de la cadena polipeptidica que forma el primer y segundo bucles de unién de antigenos del dominio Vy (H1 y
H2), mientras que los segmentos Vy, D y Ji se combinan formando el tercer bucle de unién de antigenos del dominio
Vy (H3). El gen V| se produce por recombinacién de sélo dos segmentos génicos, Vi y J.. En los seres humanos, hay
aproximadamente 40 segmentos V, funcionales (Schible y Zachau (1993) Biol. Chem. Hoppe-Seyler; 374: 1001), 31
segmentos Vi, funcionales (Williams y cols. (1996) J. Mol. Biol., 264: 220; Kawasaki y cols. (1997) Genome Res., 7:
250), 5 segmentos J, funcionales (Hieter y cols. (1982) J. Biol. Chem., 257: 1516) y 4 segmentos funcionales (Vasicek
y Leder (1990) J. Exp. Med., 172: 609), dependiendo del haplotipo. El segmento Vi, codifica la regién de la cadena
polipeptidica que forma el primer y segundo bucles de unién de antigenos del dominio Vi (L1 y L2), mientras que
los segmentos V| y J. se combinan formando el tercer bucle de unién de antigenos del dominio Vi (L3). Se cree que
los anticuerpos que se seleccionan de este repertorio primario son lo suficientemente diversos como para unirse a casi
todos los antigenos con una afinidad al menos moderada. Los anticuerpos de afinidad elevada se producen mediante
“maturacién por afinidad” de los genes reordenados, en los que se generan mutaciones puntuales y son seleccionados
por el sistema inmunitario basandose en la unién mejorada.

El andlisis de las estructuras y secuencias de anticuerpos ha demostrado que cinco de los seis bucles de unién de
antigenos (H1, H2, L1, L2, L3) poseen un niimero limitado de conformaciones de sus cadenas principales o estructuras
canodnicas (Chothia y Lesk (1987) J. Mol. Biol., 196: 901; Chothia y cols. (1989) Nature, 342: 877). Las conforma-
ciones de las cadenas principales vienen determinadas por (i) la longitud del bucle de unién de antigenos, y (ii) restos
particulares, o tipos de resto, en ciertas posiciones clave del bucle de unién de antigenos y de la estructura del anti-
cuerpo. El andlisis de las longitudes de los bucles y los restos clave nos ha permitido predecir las conformaciones de
las cadenas principales de H1, H2, L1, L2 y L3 que codifican la mayoria de las secuencias de anticuerpos humanos
(Chothia y cols. (1992) J. Mol. Biol., 227: 799; Tomlinson y cols. (1995) EMBO J., 14: 4628; Williams y cols. (1996)
J. Mol. Biol., 264: 220). Aunque la regién H3 es mucho mads diversas en cuanto a la secuencia, longitud y estructura
(debido al uso de segmentos D), también forma un nimero limitado de conformaciones de las cadenas principales
para longitudes cortas de los bucles que dependen de la longitud y presencia de restos, o tipos de restos particulares,
en posiciones claves del bucle y la estructura de los anticuerpos (Martin y cols. (1996) J. Mol. Biol., 263: 800; Shirai
y cols. (1996) FEBS Letters, 399: 1).

Un andlisis similar de la diversidad de las cadenas laterales en las secuencias de anticuerpos humanos ha permitido
separar el patrén de la diversidad de las secuencias del repertorio primario del creado por hipermutacién somatica. Se
encontré que los dos patrones son complementarios: la diversidad en el repertorio primario se enfoca en el centro del
sitio de unién de antigenos, mientras que la hipermutacion somadtica extiende su diversidad a regiones de la periferia
que estdn muy conservadas en el repertorio primario (Tomlinson y cols. (1996) J. Mol. Biol., 256: 813; Ignatovich y
cols. (1997) J. Mol. Biol. 268: 69). Esta complementariedad parece haber evolucionado como estrategia eficaz para
buscar el espacio de las secuencias, dado el limitado nimero de linfocitos B disponibles para ser seleccionados en un
momento dado. Asi, los anticuerpos se seleccionan primero del repertorio primario basdndose en la diversidad en el
centro del sitio de unién. Después se deja que la hipermutacién somadtica optimice los restos de la periferia sin alterar
las interacciones favorables establecidas durante la respuesta primaria.

El reciente advenimiento de la tecnologia de presentacion en fagos (Smith (1985) Science, 228: 1315; Scott y
Smith (1990) Science, 249: 386; McCafferty y cols. (1990) Nature, 348: 552) ha permitido la in vitro seleccién de
anticuerpos humanos contra un amplio abanico de antigenos de colecciones de “fuente tnica”. Estas colecciones de
fagos y anticuerpos pueden agruparse en dos categorias: colecciones naturales que usan genes V reordenados recogidos
en células (Marks y cols. (1991) J: Mol. Biol., 222: 581; Vaughan y cols. Biotech., 14: 309) o colecciones sintéticas
por las que se “reordena” el gen V de la linea germinal in vitro (Hoogenboom & Winter (1992) J. Mol. Biol., 227: 381;
Nissim y cols. (1994) EMBO J., 13: 692; Griffiths y cols. (1994) EMBO J., 13: 3245; De Kruif y cols. (1995) J. Mol.
Biol., 248: 97) o donde se incorporan CDR sintéticas en un unico gen V reordenado (Barbas y cols. (1992) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 89: 4457). Aunque las colecciones sintéticas ayudan a superar los sesgos inherentes del repertorio
natural que puede limitar el tamafio eficaz de las colecciones de fagos construidas a partir de genes V reordenados,
requieren el uso de cebadores de PCR degenerados largos que con frecuencia introducen deleciones de pares de bases
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en los genes V ensamblados. Este alto grado de aleatorizacién puede conllevar también la creacién de anticuerpos
que son incapaces de plegarse correctamente y por lo tanto también son no funcionales. Ademds, los anticuerpos que
se seleccionan de estas colecciones pueden expresarse deficientemente y, en muchos casos, contendrdn mutaciones
estructurales que pueden afectar a la capacidad inmundgena de los anticuerpos cuando se usan para el tratamiento en
seres humanos.

Recientemente, en una extension de la estrategia de coleccién sintética, se ha sugerido (documento W097/08320,
Morphosys) que las estructuras de los anticuerpos puede preoptimizarse sintetizando un conjunto de “genes maestro”
que tengan secuencias estructurales de consenso e incorporan sustituciones de aminodcidos que se ha demostrado que
mejoran el plegamiento y la expresion. Después se incorpora diversidad a las CDR usando oligonucleétidos. Dado que
es deseable producir anticuerpos humanos artificiales que no sean reconocidos como exdgenos por el sistema inmu-
nitario humano, el uso de regiones estructurales de consenso que, en la mayoria de los casos, no se corresponden con
ninguna region estructural natural es una desventaja de esta estrategia. Ademads, dado que es probable que la diversi-
dad de las CDR también tenga efecto sobre el plegamiento y/o expresion, es preferible optimizar el plegamiento y/o
expresion (y eliminar cualesquiera cambios de marco o codones de terminacién) una vez el gen V ha sido ensamblado
completamente. Con este fin, seria deseable tener un sistema de seleccién que pudiera eliminar los miembros no fun-
cionales o deficientemente plegados/expresados de la coleccion antes de realizar la seleccién con el antigeno diana.

La publicacién Chemical Abstracts 128 (20), 1998, n.® 242750 describe el aislamiento de anticuerpos contra ADN
polirreactivos usando una coleccién de péptidos aleatoria presentada en el bacteriéfago M13. La publicacion Chemical
Abstracts 128(20), 1998, pagina 242750 describe el tamizado de colecciones combinatorias humanas que comprenden
CDR3 como centro de la diversidad de la coleccion. Dicha coleccién se us6 para la seleccion de Fabs contra derivados
de organofosfonato. La publicacién Immunotechnology 2 (1996), 169-179 se titula “Affinity improvement of single-
antibody VH domains: residues in all three hypervariable regions affect antigen binding”. Este estudio se disefio para
evaluar como los cambios en los aminoacidos de las CDR 1, 2 y 3 alteraban la afinidad de dominios Vy de anticuerpo
Unico presentados en una coleccion de presentacion en fagos.

Un problema adicional con las colecciones de la técnica anterior es que, debido a que la conformacién de las
cadenas principales es heterogénea, es dificil conseguir modelos tridimensionales debido a que puede no disponerse
de datos cristalogréficos de alta resolucién adecuados. Este es un problema particular para la regiéon H3, en la que la
mayoria de los anticuerpos derivados de colecciones de anticuerpos naturales o sintéticas tienen una longitud media o
bucles largos y por lo tanto no pueden obtenerse los modelos.

De acuerdo con un primer aspecto de la invencidn, se proporciona una coleccién indiferenciada de polipéptidos de
anticuerpos humanos, en la que todos los miembros funcionales comprenden un dominio Vy que comprende un bucle
hipervariable que tiene la estructura canénica del bucle hipervariable H1 codificada por el segmento DP-47 del gen
Vg de la linea germinal humana, en la que dicho bucle se diversifica cambiando dicho bucle en una o mds posiciones
que se seleccionan a partir del grupo constituido por H31, H33 y H35.

La invencién proporciona un procedimiento por el que un repertorio de polipéptidos se preselecciona, de acuerdo
con la funcionalidad segtin se determina por la capacidad de unirse al ligando genérico, y el subconjunto de polipép-
tidos obtenido como resultado de la preseleccion se emplea después para tandas de seleccidn posteriores de acuerdo
con la capacidad de unirse al ligando diana. Aunque, en una realizacién preferida, el repertorio se selecciona primero
con el ligando genérico, serd obvio para un experto en la técnica que el repertorio puede ponerse en contacto con los
ligandos en orden inverso, es decir con el ligando diana antes que con el ligando genérico.

La invencién permite a la persona experta en la técnica eliminar, de un repertorio de polipéptidos elegido, aquellos
polipéptidos que son no funcionales, por ejemplo como resultado de la introduccidén de mutaciones de marco de lectura,
codones de terminacién, mutantes de plegamiento o mutantes de expresion que serian o son incapaces de unirse
sustancialmente a ningtn ligando diana. Dichos mutantes no funcionales se generan mediante los procedimientos
de aleatorizacién y variacién normales que se emplean en la construccién de repertorios de polipéptidos. Al mismo
tiempo, la invencion permite a la persona experta en la técnica enriquecer un repertorio de polipéptidos elegido para
los polipéptidos que son funcionales, bien plegados y de alta expresion.

Preferiblemente, se obtienen dos o mas subconjuntos de polipéptidos a partir de un repertorio mediante el pro-
cedimiento de la invencién, por ejemplo, pretamizando el repertorio con dos o mds ligandos genéricos, o poniendo
en contacto el repertorio con el ligando genérico(s) en condiciones diferentes. De forma ventajosa, los subconjuntos
de polipéptidos asi obtenidos se combinan formando un repertorio de polipéptidos adicional, que puede tamizarse
adicionalmente poniendo en contacto con ligandos diana y/o genéricos.

Preferiblemente, la coleccién de acuerdo con la invencién comprende polipéptidos de la superfamilia de las inmu-
noglobulinas, tales como polipéptidos de anticuerpos o polipéptidos de receptores de linfocitos T. De forma ventajosa,
la coleccién puede comprender dominios de inmunoglobulinas individuales, tales como los dominios Vi 0 Vi de an-
ticuerpos, o los dominios V; o V,, de receptores de linfocitos T. En una realizacion preferida, por lo tanto, pueden
pretamizarse los repertorios, por ejemplo, de polipéptidos Vy y V| individualmente usando un ligando genérico y des-
pués combinarse para producir un repertorio funcional que comprende ambos polipéptidos Vy y V.. Dicho repertorio
puede tamizarse después con un ligando diana para aislar los polipéptidos que comprenden ambos dominios Vi y Vi
y que tienen la especificidad de unién deseada.
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En una realizacién ventajosa, el ligando genérico que se selecciona para usar con repertorios de inmunoglobulinas
es un superantigeno. Los superantigenos son capaces de unirse a moléculas de inmunoglobulinas funcionales, o a
subconjuntos de ellas que comprenden conformaciones particulares de las cadenas principales, independientemente
de la especificidad por un ligando diana. De forma alternativa, los ligandos genéricos pueden seleccionarse a partir de
cualquier ligando capaz de unirse a la estructura general de los polipéptidos que conforman cualquier repertorio dado,
tal como los anticuerpos en si, matrices de iones metdlicos, compuestos orgdnicos que incluyen proteinas o péptidos,
y similares.

En un aspecto adicional, la invencién proporciona una coleccién en la que los miembros funcionales tienen sitios
de unién tanto para ligandos genéricos como diana. Las colecciones pueden disefiarse especificamente con este fin,
por ejemplo construyendo colecciones de anticuerpos que tienen una conformacién de las cadenas principales que es
reconocida por un superantigeno dado, o construyendo una coleccion en la que sustancialmente todos los miembros
potencialmente funcionales poseen una estructura reconocible por un ligando de anticuerpo.

En un aspecto adicional, la invencién proporciona un procedimiento para detectar, inmovilizar, purificar o inmuno-
precipitar uno o mds miembros de un repertorio de polipéptidos previamente seleccionado de acuerdo con la invencion,
que comprende la unién de los miembros al ligando genérico.

En un aspecto adicional la invencioén proporciona un procedimiento de preparar una coleccién de polipéptidos de
anticuerpos indiferenciados, comprendiendo el procedimiento:

a) proporcionar una pluralidad de dcidos nucleicos constituidos por dcidos nucleicos que cada uno codifica un
polipéptido de anticuerpo que comprende un dominio Vy, en el que cada dominio Vy comprende la estructura canénica
del bucle hipervariable H1 codificado por el segmento DP-47 del gen Vy de la linea germinal humana,

b) introducir diversidad en los dcidos nucleicos comprendidos por dicha pluralidad proporcionando diversidad
a uno o mas restos aminoacidicos que se seleccionan a partir del grupo constituido por H31, H33 y H3 5 de una
pluralidad de dichos dominios Vy; y

c¢) expresar los polipéptidos codificados por dicha pluralidad de 4cidos nucleicos, mediante lo cual se produce
una coleccién de polipéptidos de anticuerpos que comprenden dominios Vy diversificados, teniendo los dominios Vy
diversificados las estructuras candnicas del bucle hipervariable H1 codificado por el segmento DP-47 del gen Vy; de la
linea germinal humana.

Todavia en un aspecto adicional la presente invencién proporciona un procedimiento de preparar una coleccion de
polipéptidos de anticuerpos, comprendiendo el procedimiento:

a) proporcionar una pluralidad de 4cidos nucleicos constituidos por 4cidos nucleicos que cada uno codifica un
polipéptido de anticuerpo que comprende un dominio Vi, en el que cada dominio Vi comprende la estructura canénica
del bucle hipervariable L1 codificado por el segmento DPK9 del gen V| de la linea germinal humana,

b) introducir diversidad en los 4cidos nucleicos comprendidos por dicha pluralidad proporcionando diversidad a
uno o mds restos aminoacidicos en una o mds CDR de una pluralidad de dichos dominios V;y

¢) expresar los polipéptidos codificados por dicha pluralidad de 4cidos nucleicos, mediante lo cual se produce
una coleccidn de polipéptidos de anticuerpos que comprenden dominios V. diversificados, teniendo los dominios Vi,
diversificados la estructura candénica del bucle hipervariable L1 codificado por el segmento DPK9 del gen V, de la
linea germinal humana.

Todavia en un aspecto adicional la invencion proporciona un procedimiento de preparar una colecciéon de polipép-
tidos de anticuerpos indiferenciados, comprendiendo el procedimiento:

a) proporcionar una dnica secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido de anticuerpo que comprende un
dominio Vy, en el que el dominio Vi comprende la estructura canénica del bucle hipervariable H1 codificado por el
segmento DP-47 del gen Vy de la linea germinal humana,

b) amplificar e introducir diversidad en la secuencia de nucle6tidos en uno o mas restos aminoacidicos que se
seleccionan a partir del grupo constituido por H31, H33 y H35, produciendo asi una pluralidad de secuencias de
nucledtidos diversas que codifican dominios Vy; y

c¢) expresar los polipéptidos codificados por dicha pluralidad de secuencias de nucleétidos, mediante lo cual se
produce una coleccién de polipéptidos de anticuerpos que comprenden dominios Vy diversificados, teniendo los do-
minios Vy diversificados las estructuras candnicas del bucle hipervariable H1 codificado por el segmento DP-47 del
gen Vy de la linea germinal humana.

En un aspecto adicional mas la invencién proporciona un procedimiento de preparar una coleccién de polipéptidos
de anticuerpos indiferenciados, comprendiendo el procedimiento:
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a) proporcionar una unica secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido de anticuerpo que comprende un
domino Vi, en el que el domino V; comprende las estructuras canénicas del bucle hipervariable L1 codificado por el
segmento DPK9 del gen V| de la linea germinal humana,

b) amplificar e introducir diversidad en la secuencia de nucleétidos en uno o mas restos aminoacidicos en una o
mas CDR de dicho domino V| ; produciendo asi una pluralidad de secuencias de nucleétidos diversas que codifican
dominios Vi ;y

¢) expresar los polipéptidos codificados por dicha pluralidad de secuencias de nucle6tidos, mediante lo cual se pro-
duce una coleccién de polipéptidos de anticuerpos que comprenden dominios Vi, diversificados, teniendo los dominios
V. diversificados las estructuras canénicas del bucle hipervariable L1 codificado por el segmento DPK9 del gen V| de
la linea germinal humana.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1: Gréfica de barras que indica las posiciones en las regiones Vy y V, del repertorio de anticuerpos humanos
que muestran una extensa diversidad natural y forman contactos con los antigenos (véase Tomlinson y cols. (1996) J.
Mol. Biol. 256: 813). La H3 y el final de L3 no se muestran en esta representacion aunque también son muy diversas
y forman contactos con los antigenos. Aunque la diversidad de las secuencias se ha caracterizado ampliamente en los
genes lambda humanos (véase Ignatovich y cols. (1997) J. Mol. Biol, 268: 69) actualmente existen muy pocos datos
sobre los contactos con los antigenos para estructuras lambda tridimensionales.

Figura 2: Secuencia del scFv que forma la base de una coleccién de acuerdo con la invencion. Actualmente hay
dos versiones de la coleccién: una coleccién “primaria” en la que se varian 18 y una coleccidn “somatica” en la que se
varian 12 posiciones. Se indican las regiones de seis bucles H1, H2, H3, L1, L2 y L3. Regiones de CDR tal y como las
define Kabat (Rabat y cols. (1991). Las secuencias de proteinas de interés inmunolégico, U.S. Department of Health
and Human Services) estdn subrayadas.

Figura 3: andlisis de la funcionalidad en una coleccién de acuerdo con la invencién antes y después de seleccionar
con los ligandos genéricos Proteina A y Proteina L. Aqui, la Proteina L estd recubriendo una placa de ELISA, los
sobrenadantes con scFv se unen a ella y la deteccién de la unién a scFv es con Proteina A-HRP. Por lo tanto, sélo
aquellos scFv con capacidad de unirse tanto a Proteina A y a Proteina L dan una sefial en el ELISA.

Figura 4: Secuencias de clones que se seleccionan a partir de colecciones de acuerdo con la invencién, después
de tamizar con ubiquitina bovina, BIP de rata, histona bovina, MP-BSA, FITC-BSA, leptina humana, tiroglobulina
humana, BSA, ovolisozima de gallina, IgG murina e IgG humana. Los subrayados en las secuencias indican las
posiciones que se variaron en las colecciones respectivas.

Figura 5: 5a: Comparacién de la concentracion de scFv producida por las colecciones de DVT “primarias” selec-
cionadas y no seleccionadas en células huésped. Sb: Curva de patrones de ELISA determinada a partir de patrones
conocidos.

Figura 6: Transferencia Western blot de fago a partir de colecciones de DVT “primarias” seleccionadas y no
seleccionadas, sondadas con un anticuerpo contra plIlIl de fago para determinar el porcentaje de fagos que portan scFv.

Descripcion detallada de la invencion
Definiciones

Repertorio un repertorio es una poblacion de diversas variantes, por ejemplo variantes de dcidos nucleicos que
difieren en su secuencia de variantes de nucledtidos o polipéptido que difieren en la secuencia de aminodcidos. Una
coleccién de acuerdo con la invencion englobard un repertorio de polipéptidos o dcidos nucleicos. De acuerdo con la
presente invencidn, un repertorio de polipéptidos se disefia para que posea un sitio de unién para un ligando genérico
y un sitio de unién para un ligando diana. Los sitios de unién pueden superponerse, o estar localizados en la misma
region de la molécula, pero sus especificidades diferiran.

Organismo Tal como se usa en el presente documento, el término “organismo” se refiere a todas las formas de vida
celulares, tales como procariotas y eucariotas, asi como entidades que contienen 4cido nucleico no celulares, tales
como bacteriéfagos y virus.

Funcional Tal como se usa en el presente documento, el término “funcional” se refiere a un polipéptido que posee
o la actividad bioldgica nativa de las proteinas producidas naturalmente de su tipo, o cualquier actividad especifica que
se desee, por ejemplo determinada por su capacidad de unirse a moléculas ligando, tal como se define a continuacion.
Los ejemplos de polipéptidos “funcionales” incluyen un anticuerpo que se une especificamente a un antigeno a través
de un sitio de unién de antigenos, una molécula receptora (por ejemplo a linfocitos T receptores) que se une a su
ligando caracteristico y una enzima que se une a su sustrato. Para que un polipéptido se clasifique como funcional de
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acuerdo con la invencién, se supone que primero debe estar procesado y plegado de forma adecuada de forma que
mantenga su integridad estructural global, segtin se determina por su capacidad de unirse al ligando genérico, que
también se define mds adelante.

Para evitar dudas, la funcionalidad no es equivalente a la capacidad de unirse al ligando diana. Por ejemplo, un
anticuerpo monoclonal contra CEA funcional no sera capaz de unirse especificamente a ligandos diana tales como
LPS bacteriano. Sin embargo, dado que es capaz de unirse a un ligando diana (es decir seria capaz de unirse a CEA si
CEA fuera el ligando diana) se clasifica como molécula de anticuerpo “funcional” y puede seleccionarse porque se une
a un ligando genérico, tal como se define mds adelante. Habitualmente, las moléculas de anticuerpos no funcionales
seran incapaces de unirse a cualquier ligando diana.

Ligando genérico Un ligando genérico es un ligando que se une a una proporcién sustancial de miembros funcio-
nales de un repertorio dado. De ese modo, el mismo ligando genérico puede unirse a muchos miembros del repertorio
independientemente de sus especificidades por ligandos diana (véase mas adelante). En general, la presencia de sitios
de unidn de ligandos genéricos funcionales indica que el miembro del repertorio se expresa y pliega de forma correcta.
De ese modo, la unién del ligando genérico a su sitio de unién proporciona un procedimiento para preseleccionar
polipéptidos funcionales de un repertorio de polipéptidos.

Ligando diana El ligando diana es un ligando por el que debe identificarse un miembro o miembros especificos del
repertorio que se une a él. Cuando los miembros del repertorio son moléculas de anticuerpos, el ligando diana puede
ser un antigeno y cuando los miembros del repertorio son enzimas, el ligando diana puede ser un sustrato. La unién
al ligando diana depende tanto de que el miembro del repertorio sea funcional, como se describe anteriormente en
ligando genérico, y de la especificidad precisa del sitio de unién por el ligando diana.

Subconjunto El subconjunto es una parte del repertorio. En los términos de la presente invencién, a menudo se da el
caso de que s6lo un subconjunto del repertorio es funcional y por lo tanto posee un sitio de unién de ligando genérico
funcional. Ademads, también es posible que Unicamente una fraccién de los miembros funcionales de un repertorio
(aunque todavia significativamente mds de los que se unirian a un ligando diana dado) se unan al ligando genérico.
Estos subconjuntos pueden seleccionarse de acuerdo con la invencién.

Los subconjuntos de una coleccién pueden combinarse o mezclarse produciendo repertorios novedosos que se han
preseleccionado de acuerdo con los criterios deseados. Los repertorios combinados o mezclados pueden ser mezclas
simples de los miembros polipeptidicos preseleccionados por su unién al ligando genérico, o pueden manipularse para
combinar dos subconjuntos de polipéptidos. Por ejemplo, los polipéptidos Vy y V. pueden pretamizarse individual-
mente, y posteriormente combinarse a nivel genético en vectores tnicos de tal forma que se expresen como dimeros
Vu-V. combinados, tales como scFv.

Coleccion El término coleccién o biblioteca, se refiere a una mezcla de polipéptidos o 4cidos nucleicos. La co-
leccién estd compuesta por miembros, que tienen una Unica secuencia de polipéptidos o dcidos nucleicos. En esta
acepcion, “coleccién” es sinénimo de “repertorio”. Las diferencias entre las secuencias de los miembros de la co-
leccién son responsables de la diversidad presente en la coleccidn. La coleccién puede tener forma de una simple
mezcla de polipéptidos o dcidos nucleicos, o puede estar en forma de organismos o células, por ejemplo células de
bacterias, virus, animales o plantas y similares, transformadas con una coleccién de dcidos nucleicos. Preferiblemente,
cada organismo o célula individual contiene sélo un miembro de la coleccién. De forma ventajosa, los dcidos nuclei-
cos se incorporan a vectores de expresion, para permitir la expresion de los polipéptidos codificados por los dcidos
nucleicos. En a un aspecto preferido, por lo tanto, una coleccién puede tener forma de una poblacién de organismos
huésped, conteniendo cada organismo una o mds copias de un vector de expresion que contiene un inico miembro de
la coleccion en forma de 4dcido nucleico que puede expresarse para que produzca su correspondiente miembro polipep-
tidico. Asi, la poblacién de organismos diana tiene potencial de codificar un gran repertorio de variantes polipeptidicas
genéticamente diversas.

Superfamila de inmunoglobulinas Esto se refiere a una familia de polipéptidos que mantienen la caracteristica de
plegamiento de las moléculas de inmunoglobulina (anticuerpo), que contienen dos ldminas 8 y, habitualmente, un
enlace disulfuro conservado. Los miembros de la superfamilia de las inmunoglobulinas estdn implicados en muchos
aspectos de interacciones celulares y no celulares in vivo, que incluyen papeles muy extendidos en el sistema inmu-
nitario (por ejemplo, anticuerpos, moléculas receptoras de los linfocitos T y similares), implicacién en la adhesién
celular (por ejemplo las moléculas ICAM) y sefializacion intracelular (por ejemplo, moléculas receptoras, tales como
el receptor PDGF). La presente invencion es aplicable a todas las moléculas de la superfamilia de las inmunoglobu-
linas, dado que la variacién en ellas se logra de formas similares. Preferiblemente, la presente invencién se refiere a
inmunoglobulinas (anticuerpos).

Conformacion de las cadenas principales La conformacion de las cadenas principales se refiere a las sefiales del
esqueleto de Ca de una estructura en tres dimensiones. Cuando se consideran los bucles hipervariables individuales
de los anticuerpos o se consideran las moléculas TCR, la conformacién de las cadenas principales es sinénima de la
estructura candnica. Tal como se describe en Chothia y Lesk (1987) J. Mol. Biol., 196: 901 y Chothia y cols. (1989)
Nature, 342: 877, los anticuerpos presentan un nimero limitado de estructuras candnicas para cinco de sus seis bucles
hipervariables (H1, H2, L1, L2 y L3), a pesar de la considerable diversidad entre las cadenas laterales de los bucles
mismos. La estructura candnica precisa que muestren depende de la longitud del bucle y de la identidad de ciertos
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restos clave implicados en su empaquetamiento. El sexto bucle (H3) es mucho mas diverso tanto en longitud como en
secuencia y por lo tanto tnicamente exhibe estructuras candnicas para ciertas longitudes cortas de los bucles (Martin
y cols. (1996) J. Mol. Biol., 263: 800; Shirai y cols (1996) FEBS Letters, 399: 1). En la presente invencion, los
seis bucles preferiblemente tendrdn estructuras candnicas y por lo tanto, se conocerd la conformacién de las cadenas
principales para toda la molécula de anticuerpo.

Polipéptido de anticuerpo Los anticuerpos son inmunoglobulinas que son producidas por los linfocitos B y forman
una parte central del sistema de defensa inmunitaria del huésped en los vertebrados. Un polipéptido de anticuerpo,
tal como se usa en el presente documento, es un polipéptido que o es un anticuerpo o es una parte de un anticuerpo,
modificado o no modificado. De ese modo, el término polipéptido de anticuerpo incluye una cadena pesada, una
cadena ligera, un dimero de cadena pesada-cadena ligera, un fragmento Fab, un fragmento F(ab’)2, un fragmento F
(ab’)2, o un fragmento Fv, que incluye un Fv monocatenario (scFv). Los procedimientos para la construccion de dichas
moléculas de anticuerpo son notorias en la técnica.

Superantigeno Los superantigenos son antigenos, en su mayoria en forma de toxinas expresadas en bacteria, que
interactdan con miembros de la superfamilia de las inmunoglobulinas fuera de los sitios de unién de ligandos conven-
cionales para estas moléculas. Las enterotoxinas de los estafilococos interactian con los receptores de los linfocitos T
y tienen el efecto de estimular los linfocitos TCD4+. Los superantigenos para los anticuerpos incluyen las moléculas
Proteina G que se une a la regién constante de IgG (Bjorck y Kronvall (1984) J. Immunol. 133: 969; Reis y cols.
(1984) J. Immunol., 132: 3091), Proteina A que se une a la regién constante de IgG y el dominio Vy (Forsgren y
Sjoquist (1966) J. Immunol., 97: 822) y Proteina L que se une al domino V. (Bjorck (1988) J. Immunol., 140: 1994).

Realizaciones preferidas de la invencion

La presente invencién proporciona un sistema de seleccién que elimina, o reduce de forma significativa la propor-
ciéon de miembros no funcionales o deficientemente plegados/expresados de una coleccidn de polipéptidos a la vez
que enriquece la coleccién en miembros funcionales, plegados y bien expresados antes de realizar una seleccién para
determinar la especificidad contra un “ligando diana”. Un repertorio de moléculas polipeptidicas se pone en contacto
con un “ligando genérico”, una proteina que tiene afinidad por una caracteristica estructural comun a todas las protei-
nas funcionales, por ejemplo completas y/o plegadas correctamente, de la clase relevante. Obsérvese que el término
“ligando” se usa de forma amplia para hacer referencia a las moléculas que se usan en la presente invencién. Tal como
se usa en el presente documento, el término “ligando” se refiere a cualquier entidad que se une o a la que se une un
miembro de la coleccién de polipéptidos.

Un numero significativo de proteinas defectuosas presentes en el repertorio inicial no pueden unirse al ligando
genérico y por lo tanto se eliminan. Esta eliminacion selectiva de los polipéptidos no funcionales de una coleccién
produce una marcada reduccién de su tamafio real, mientras que se mantiene su tamafio funcional, con un aumento
correspondiente de su calidad. Los polipéptidos que se mantienen gracias a que se unen al ligando genérico constituyen
un “primer conjunto seleccionado” o “subconjunto” del repertorio original. En consecuencia, este “subconjunto” esta
enriquecido en miembros funcionales, bien plegados y bien expresados del repertorio inicial.

Los polipéptidos del primer conjunto seleccionado o subconjunto posteriormente se ponen en contacto con al
menos un “ligando diana”, que se une a los polipéptidos con una especificidad funcional dada. Dichos ligandos diana
incluyen, pero sin limitacién, o la mitad de un par de receptor/ligando (por ejemplo una hormona u otra molécula
de sefializacion celular, tal como un neurotransmisor, y su receptor cognado), o de un par de unién de moléculas de
adhesion celular, un sustrato proteinico que se une por el sitio activo de una enzima, una proteina, péptido o compuesto
organico pequefio contra el que debe dirigirse un anticuerpo particular o incluso un anticuerpo en si. En consecuencia,
el uso de una coleccidn de ese tipo demanda menos trabajo y es mds econémica, en términos tanto de tiempo como
de materiales, de lo que la de una coleccién convencional. Ademds, dado que comparado con un repertorio que no ha
sido seleccionado con un ligando genérico, el primer conjunto seleccionado contendra una proporciéon mucho mayor
de moléculas que son capaces de unirse al ligando diana que de las que son incapaces de unirse al ligando diana, habra
una reduccién significativa de ruido de fondo durante la seleccidn con el “ligando diana”.

Los esquemas de selecciéon combinatoria también se contemplan de acuerdo con la invencién. Pueden realizarse
selecciones multiples del mismo repertorio de polipéptidos inicial en paralelo o en serie usando diferentes ligandos
genéricos y/o diana. De ese modo, el repertorio puede seleccionarse primero con un tnico ligando genérico y después
posteriormente seleccionarse en paralelo usando diferentes ligandos diana. Los subconjuntos resultantes pueden usarse
después por separado o combinados, en cuyo caso el subconjunto combinado tendrd un abanico de especificidades
por ligandos diana pero una tnica especificidad por un ligando genérico. De forma alternativa, el repertorio puede
seleccionarse primero con un tinico ligando diana y después posteriormente seleccionarse en paralelo usando diferentes
ligandos genéricos. Los subconjuntos resultantes pueden usarse después por separado o combinados, en cuyo caso el
subconjunto combinado tendrd un abanico de especificidades por ligandos genéricos pero una tnica especificidad
por un ligando diana. También se contempla el uso de esquemas mas elaborados. Por ejemplo, puede someterse el
repertorio inicial a dos tandas de seleccién usando dos ligandos genéricos diferentes, seguido de seleccion con el
ligando diana. Esto produce un subconjunto en el que todos los miembros se unen a ambos ligandos genéricos y al
ligando diana. De forma alternativa, si la seleccién del repertorio inicial con los dos ligandos genéricos se realiza
en paralelo y los subconjuntos combinados resultantes y después se selecciona con el ligando diana, el subconjunto
resultante se une a al menos uno de los dos ligandos genéricos y al ligando diana. Los repertorios combinados o
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mezclados pueden ser simples mezclas de los subconjuntos o pueden manipularse para combinar fisicamente los
subconjuntos. Por ejemplo, los polipéptidos Vy; y Vi pueden seleccionarse individualmente en paralelo uniéndolos a
dos ligandos genéricos diferentes, y posteriormente combinarse a nivel genético en vectores unicos de tal forma que
se expresen como dimeros V-V, combinados. Este repertorio después puede seleccionarse contra el ligando diana de
tal forma que los miembros seleccionados sean capaces de unirse a ambos ligandos genéricos y al ligando diana.

La invencién engloba colecciones de polipéptidos funcionales seleccionados o seleccionables mediante los proce-
dimientos que se describen de forma amplia anteriormente, asi como a colecciones de dcido nucleico que codifican
moléculas polipeptidicas que pueden usarse en una seleccion realizada de acuerdo con estos procedimientos (prefe-
riblemente, moléculas que comprenden un primer sitio de unién para un ligando diana y un segundo sitio de unién
por un ligando genérico). Ademds, la invencién proporciona procedimientos para detectar, inmovilizar, purificar o
inmunoprecipitar uno o mas miembros de un repertorio de polipéptidos funcionales seleccionados usando los ligandos
genéricos o diana de acuerdo con la invencion.

La invencion puede aplicarse de forma particular al enriquecimiento de colecciones de moléculas de la superfamilia
de las inmunoglobulinas. Esto es particularmente cierto en lo que se refiere a la generacién de poblaciones de anti-
cuerpos y linfocitos T receptores que son funcionales y tienen una especificidad deseada, tal como se requiere para el
uso en procedimientos de diagndstico, terapéuticos o profilacticos. Con este fin, la invencién proporciona colecciones
de anticuerpos y receptores de linfocitos T en los que todos los miembros tienen tanto regiones estructurales naturales
como bucles de conformacion de las cadenas principales conocida, asi como estrategias para la mutagénesis util de la
secuencia inicial y la posterior seleccion de variantes funcionales asi generadas. Dichas colecciones de polipéptidos
pueden comprender dominios Vi 0 V; 0, de forma alternativa, pueden comprender dominios V;, 0 V,, o incluso ambos
dominios Vy 0 Vg y VL o V,.

Hay una significativa necesidad en la técnica de colecciones de anticuerpos o de moléculas de receptores de linfoci-
tos T. Por ejemplo, a pesar del progreso en la creacion de colecciones de fago y anticuerpos de “fuente inica”, todavia
sigue habiendo diversos problemas. Las colecciones naturales (Marks y cols. (1991) J. Mol. Biol., 222: 581; Vaughan
y cols. (1996) Nature Biotech., 14: 309) que usan genes V reordenados recogidos de linfocitos B humanos presentan
un gran sesgo debido a la seleccidn positiva y negativa de los linfocitos B in vivo. Esto puede limitar el tamafio eficaz
de las colecciones de fagos construidas a partir de genes V reordenados. Ademds, los clones derivados de colecciones
naturales de forma invariable contienen mutaciones estructurales que pueden afectar a la capacidad inmunégena de los
anticuerpos cuando se usan en el tratamiento de seres humanos. Las colecciones sintéticas (Hoogenboom & Winter
(1992) J. Mol. Biol., 227: 381; Barbas y cols. (1992) Proc. Natl. Acad. Sci USA, 89: 4457; Nissim y cols. (1994)
EMBO J., 13: 692; Griffiths y cols. (1994) EMBO J., 13: 3245; De Kruif y cols. (1995) J. Mol. Biol., 248: 97) pueden
solventar el problema del sesgo, pero requieren el uso de cebadores de PCR degenerados largos que con frecuencia
introducen deleciones de pares de bases en los genes V ensamblados. Este alto grado de aleatorizacién puede con-
llevar también la creacién de anticuerpos que son incapaces de plegarse correctamente y por lo tanto también son no
funcionales. En muchos casos es probable que estos miembros no funcionales superen en nimero a los miembros
funcionales de una coleccién. Incluso aunque las regiones estructurales puedan optimizarse previamente en base al
plegamiento y/o expresion (documento WO97/08320, Morphosys) sintetizando un conjunto de “genes maestros” con
secuencias estructurales de consenso e incorporando sustituciones de aminodcidos que se ha demostrado que mejoran
el plegamiento y la expresion, sigue existiendo el problema de la capacidad inmunégena dado que, en la mayoria de
los casos, las secuencias de consenso no corresponden a ninguna region estructural natural. Ademads, dado que es pro-
bable que la diversidad de las CDR también tenga efecto sobre el plegamiento y/o expresion, es preferible optimizar
el plegamiento y/o expresion (y eliminar cualesquiera cambios de marco o codones de terminacién) una vez el gen V
ha sido ensamblado completamente.

Un problema adicional con las colecciones existentes es que, debido a que la conformacién de las cadenas prin-
cipales es heterogénea, es dificil conseguir modelos tridimensionales debido a que puede no disponerse de datos
cristalograficos de alta resolucién adecuados. Este es un problema particular para la regiéon H3, en la que la mayoria
de los anticuerpos derivados de colecciones de anticuerpos naturales o sintéticas tienen una longitud media o bucles
largos y por lo tanto no pueden obtenerse los modelos.

Otro problema con las colecciones existentes es que dependen de marcadores de epitopos (tal como los marcadores
myc, FLAG o HIS) para la deteccién de fragmentos de anticuerpo expresados. Dado que estos habitualmente estdn
situados en los extremos N o C del fragmento del anticuerpo tienen tendencia a la escision proteolitica. Pueden usarse
superantigenos, tales como Proteina A y Proteina L para detectar fragmentos de anticuerpo expresados por su unién a
los dominios expresados en si, pero dado que son especificos de familia de Vi y V|, tinicamente una proporcién rela-
tivamente pequefia de los miembros de cualquier coleccién de anticuerpos existente se unird a uno de estos reactivos
y una proporcién todavia mds pequefia se unird a ambos.

Con este fin, serfa deseable tener un sistema de seleccién que pudiera eliminar, o al menos reducir la proporcién de
miembros de la coleccidn no funcionales o mal plegados/expresados antes de realizar la seleccidn contra el antigeno
diana a la vez que enriquece la coleccién en miembros funcionales, plegados y bien expresados todos los cuales son
capaces de unirse a ligandos genéricos tales como los superantigenos Proteina A y Proteina L. Ademads, seria ventajoso
construir una coleccién de anticuerpos en la que todos los miembros tengan regiones estructurales naturales y tengan
bucles con conformaciones de las cadenas principales conocidas.
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La invencién por consiguiente proporciona un procedimiento por el que puede seleccionarse un repertorio de
polipéptidos para eliminar los miembros no funcionales. Esto provoca una marcada reduccion del tamafio real de la
coleccién (y un aumento correspondiente de la calidad de la coleccidn) sin reducir el tamaiio de la coleccién funcional.
La invencién también proporciona un procedimiento para crear nuevos repertorios de polipéptidos en el que todos los
miembros funcionales son capaces de unirse a un ligando genérico dado. El mismo ligando genérico puede usarse para
la posterior deteccion, inmovilizacién, purificacién o inmmunoprecipitacién de uno o mas miembros cualesquiera del
repertorio.

Puede usarse cualquier repertorio de anticuerpos “indiferenciados” o “previamente expuestos” con la presente
invencién para enriquecerlo en miembros funcionales y/o para enriquecerlo en miembros que se unen a un ligando o
ligandos genéricos dados. De hecho, dado que Gnicamente un pequefio porcentaje de todos los segmentos de Vi de la
linea germinal se unen a Proteina A con afinidad elevada y tinicamente un pequefio porcentaje de todos los segmentos
de V| de lalinea germinal humana se unen a Proteina L con afinidad elevada, la preseleccién con estos superantigenos
es muy ventajosa. De forma alternativa, la preseleccién mediante el marcador de epitopos permite eliminar las variantes
no funcionales de las colecciones sintéticas. Las colecciones que pueden someterse a preseleccion incluyen, pero sin
limitacién, las colecciones compuestas por genes V reordenados in vivo del tipo que describen by Marks y cols.
(1991) J. Mol. Biol., 222: 581 y Vaughan y cols. (1996) Nature Biotech., 14: 309, colecciones sintéticas en las cuales
los segmentos de genes V de la linea germinal son “reordenados” in vitro (Hoogenboom & Winter (1992) J. Mol.
Biol., 227: 381; Nissim y cols. (1994) EMBO J., 13: 692; Griffiths y cols. (1994) EMBO J., 13: 3245; De Kruif'y cols.
(1995) J. Mol. Biol., 248: 97) o en las que se incorporan CDR sintéticas en un tnico gen V reordenado (Barbas y cols.
(1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 89: 4457) o en multiples regiones maestras estructurales (documento W0O97/08320,
Morphosys).

Seleccion de polipéptidos de acuerdo con la invencion

Una vez se ha generado un conjunto diverso de polipéptidos, se aplica la selecciéon de acuerdo con la invencidn.
Dos amplios procedimientos de seleccion se basan en el orden en el que se aplican los ligandos genéricos y diana; las
variaciones combinatorias de estos esquemas implican el uso de miiltiples ligandos genéricos y/o diana en una etapa
dada de una seleccién. Cuando se usa un esquema combinatorio, el conjunto de de moléculas polipeptidicas puede
ponerse en contacto, por ejemplo, con varios ligandos diana a la vez, o con cada uno individualmente, en serie; en
este ultimo caso, los conjuntos de polipéptidos seleccionados resultantes pueden mantenerse por separado o pueden
agruparse. Estos esquemas de seleccion pueden resumirse de la forma siguiente:

a. Procedimiento de seleccion 1
Seleccion inicial de polipéptidos usando el ligando genérico

Para eliminar los miembros no funcionales de la coleccidn, se selecciona un ligando genérico, de tal forma que
el ligando genérico se una Unicamente a las moléculas funcionales. Por ejemplo, el ligando genérico puede ser un
i6n metalico, un anticuerpo (en forma de un anticuerpo monoclonal o una mezcla de anticuerpos policlonales), la
mitad de un complejo de enzima y ligando o material orgdnico; obsérvese que los ligandos de cualquiera de estos
tipos son ademds o de forma alternativa, de uso como ligandos diana de acuerdo con la invencién. La produccién de
anticuerpos y la cromatografia por afinidad por metales se describen en detalle mds adelante. De forma idal, estos
ligandos se unen a un sitio (por ejemplo un sitio de unién de un marcador peptidico o un superantigeno) de los
miembros de la coleccion que es de estructura o secuencia constantes, estructura que puede estar ausente o alterada en
los miembros no funcionales. En el caso de las colecciones de anticuerpos, este procedimiento se usa para seleccionar
de una coleccion tnicamente aquellos miembros funcionales que tienen un sitio de unién para un superantigeno o
anticuerpo monoclonal dados; dicha estrategia es util para seleccionar polipéptidos funcionales de anticuerpos a partir
de conjuntos naturales y sintéticos.

Los superantigenos Proteina A y/o Proteina L son de uso en la invencién como ligandos genéricos para seleccionar
repertorios de anticuerpos, dado que se unen a los dominios Vy y Vi (que pertenecen a ciertas familias de Vy y
V.) plegados correctamente, respectivamente, independientemente de la secuencia y estructura del sitio de unién por
el ligando diana. Ademds, se usa Proteina A u otro superantigeno como Proteina G como ligandos genéricos para
seleccionar el plegamiento y/o expresiéon mediante la unién de los dominios constantes de la cadena pesada de los
anticuerpos. También pueden usarse anticuerpos contra k y contra L para seleccionar dominios constantes de la cadena
ligera. También pueden usarse pequefios miméticos organicos de anticuerpos o de otras proteinas de unidn, tales como
Proteina A (Li y cols. (1998) Nature Biotech., 16: 190).

Cuando se usa este procedimiento de seleccidn, el ligando genérico, por su propia naturaleza, es capaz de unirse
a todos los miembros funcionales del repertorio preseleccionado; por lo tanto, puede usarse este ligando genérico (o
algln conjugado del mismo) para detectar, inmovilizar, purificar o inmunoprecipitar cualquier miembro o poblacién
de miembros del repertorio (ya sean seleccionados por su unién a un ligando diana dado o no, tal como se describe
mads adelante). La deteccidn de proteinas mediante técnicas de inmunoensayo asi como la inmunoprecipitacion de
polipéptidos miembros de un repertorio de la invencién pueden realizarse mediante las técnicas que se describen
a continuacién con respecto al andlisis de los ligandos de seleccion de anticuerpos de uso en la invencién (véase
“Anticuerpos para usar como ligandos en la seleccion de polipéptidos™). La inmovilizacién puede realizarse a través de
la unién especifica de un miembro polipeptidico de un repertorio o bien a un ligando genérico o a un ligando diana de
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acuerdo con la invencién que, a su vez, estd enlazado a un soporte sélido o semisélido, tal como un filtro (por ejemplo
de nitrocelulosa o nylon) o a un soporte cromatografico (que incluye, pero sin limitacién, un soporte de celulosa,
polimero, resina o silice); la unién covalente del polipéptido miembro al ligando genérico o diana puede realizarse
usando cualquiera de un nimero de agentes de reticulacién quimica conocidos por una persona de experiencia en la
técnica. La inmovilizacién sobre un soporte para la cromatografia por afinidad por metales se describe mds adelante
(véase “Ligandos metdlicos a usar en la seleccion de polipéptidos™). La purificacién puede comprender cualquiera o
una combinacién de estas técnicas, en particular inmunoprecipitacion y cromatografia por procedimientos notorios en
la técnica.

Usando esta estrategia, la selecciéon con ligandos genéricos muiltiples puede realizarse o uno después del otro
para crear un repertorio en el que todos los miembros se unen a dos o mds ligandos genéricos, por separado en
paralelo, de tal forma que después puedan combinarse los subconjuntos (en este caso, los miembros del repertorio
preseleccionado se unirdn al menos a uno de los ligandos genéricos) o por separado seguido de la incorporacién en la
misma cadena polipeptidica, mediante lo cual se usa una gran coleccién funcional en la que todos los miembros pueden
tener capacidad de unirse a todos los ligandos genéricos durante la preseleccion. Por ejemplo, los subconjuntos pueden
seleccionarse a partir de una o mas colecciones usando diferentes ligandos genéricos que se unen a las cadenas pesadas
y ligeras de moléculas de anticuerpos (véase mds adelante) y después combinarse formando una coleccién cadenas
pesadas y ligeras, en la que las cadenas pesadas y ligeras estdn o no asociadas covalentemente o estdn enlazadas
covalentemente, por ejemplo, usando dominios Vy y Vi en un contexto de Fv monocatenario.

Seleccion con polipéptido secundario usando el ligando diana

Tras la etapa de seleccién con el ligando genérico, la coleccién se tamiza para identificar los miembros que se
unen al ligando diana. Dado que estd enriquecida en polipéptidos funcionales después de la seleccion con el ligando
genérico, habrd una reduccion ventajosa en la unién no especifica (“ruido de fondo”) durante la seleccién con el ligando
diana. Ademads, dado que la seleccién con el ligando genérico produce una marcada reduccion en el tamafio real de la
coleccién (y un aumento correspondiente en la calidad de la coleccidn) sin reducir el tamafio de la coleccién funcional,
un repertorio mds pequefio deberia provocar la misma diversidad de especificidades y afinidades por ligandos diana
que el repertorio inicial (que contenia muchos miembros no funcionales y mal plegados/expresados).

Pueden usarse uno o mds ligandos para seleccionar polipéptidos del primer conjunto de polipéptidos seleccionados
generado usando el ligando genérico. En el caso en el que se usan dos o mds ligandos diana para generar un nimero de
diferentes subconjuntos, pueden combinarse dos o mas de estos subconjuntos para formar un tnico subconjunto mas
complejo. Un tinico ligando genérico es capaz de unirse a todos los miembros del subconjunto combinado resultante;
sin embargo, un ligando diana dado se une a tinicamente a un subconjunto de miembros de la coleccion.

b. Procedimiento de seleccion 2
Seleccion inicial de los miembros del repertorio con el ligando diana

Aqui, la seleccion usando el ligando diana se realiza antes de la seleccién usando el ligando genérico. Obviamente,
puede obtenerse el mismo conjunto de polipéptidos o esquema, si se desea ese resultado. Usando esta estrategia, puede
realizarse la seleccion con multiples ligandos diana en paralelo o mezclando los ligandos diana para su seleccion. Si
se realiza en paralelo, los subconjuntos resultantes puede combinarse, si fuera necesario.

Seleccion secundaria de polipéptidos usando el ligando genérico

La posterior seleccién del subconjunto que se une al ligando diana puede realizarse después usando uno o mas
ligandos genéricos. Aunque esta no es una seleccion en base a la funcién, dado que los miembros del repertorio que
tienen capacidad de unirse al ligando diana son por definicion funcionales, si permite aislar los subconjuntos que se
unen a diferentes ligandos genéricos. De ese modo, la poblacién de ligandos diana seleccionados puede seleccionarse
mediante un ligando genérico o mediante dos o mas ligandos genéricos. En este caso, pueden usarse los ligandos
genéricos uno después de otro para crear un repertorio en que todos los miembros se unen al ligando diana y a dos 0 mas
ligandos genéricos o por separado en paralelo, de tal forma que se crean subconjuntos diferentes (pero posiblemente
con intersecciones) que se unen al ligando diana y a diferentes ligandos genéricos. Estos después pueden combinarse
(en este caso, los miembros se unirdn al menos a uno de los ligandos genéricos).

Seleccion de miembros de colecciones de polipéptidos de la familia de las inmunoglobulinas

Los miembros de los repertorios o colecciones seleccionados en la presente invencién de forma ventajosa pertene-
cen a la superfamilia de moléculas de las inmunoglobulinas, en particular, polipéptidos de anticuerpos o polipéptidos
de receptores de linfocitos T. Para los anticuerpos, se prevé que el procedimiento de acuerdo con esta invencién puede
aplicarse a cualquiera de las colecciones de anticuerpos existentes conocidas en la técnica (ya sean naturales o sinté-
ticas) o a colecciones de anticuerpos disefiadas especificamente para ser preseleccionadas con los ligandos genéricos
(véase mas adelante).
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Construccion de colecciones de la invencion
a. Seleccion de la conformacion de la cadena principal

Los miembros de la superfamilia de las inmunoglobulina todos comparten un plegamiento similar para su cadena
polipeptidica. Por ejemplo, aunque los anticuerpos son muy diversos en cuanto a su secuencia primaria, la compara-
cion de las secuencias y las estructuras cristalograficas han revelado que, al contrario de lo que se esperaba, cinco de
los seis bucles de unién de antigenos de los anticuerpos (H1, H2, L1, L2, L3) adoptan un nimero limitado de con-
formaciones de la cadena principal, o estructuras canénicas (Chothia y Lesk (1987) referencia anterior: Clothia y cols
(1989) referencia anterior). El andlisis de las longitudes de los bucles y los restos clave por lo tanto ha permitido la
prediccion de las conformaciones de las cadenas principales de H1, H2, L1, L2 y L3 que se encuentran en la mayoria
de los anticuerpos humanos (Chothia y cols. (1992) referencia anterior; Tomlinson y cols. (1995) referencia anterior;
Williams y cols. (1996) referencia anterior). Aunque la regiéon H3 es mucho més diversas en cuanto a la secuencia,
longitud y estructura (debido al uso de segmentos D), también forma un nimero limitado de conformaciones de la
cadena principal para longitudes cortas de los bucles que dependen de la longitud y presencia de restos, o tipos de
restos particulares, en posiciones claves del bucle y la estructura de los anticuerpos (Martin y cols. (1996) referencia
anterior; Shirai y cols. (1996) referencia anterior).

De acuerdo con la presente invencidn, se disefian polipéptidos de anticuerpos en los que se eligen ciertas longitu-
des de los bucles y restos clave para asegurarse de que se conoce la conformacion de las cadenas principales de los
miembros. De forma ventajosa, estas son conformaciones reales de las moléculas de la superfamilia de las inmunoglo-
bulinas que se encuentran en la naturaleza, para minimizar las posibilidades de que no sean funcionales, tal como se
describe anteriormente. Los segmentos de los genes V de la linea germinal sirven de estructura bésica adecuada para
construir colecciones de anticuerpos o de receptores de linfocitos T; también se usan otras secuencias. Pueden produ-
cirse variaciones con frecuencia baja, de tal forma que un pequefio nimero de miembros funcionales pueda poseer una
conformacién alterada en la cadena principal, que no afecta a su funcién.

La teorfa de la estructura candnica también puede usarse en la invencidn para evaluar el niimero de diferentes
conformaciones de cadenas principales codificadas por anticuerpos, para predecir la conformacion de la cadena prin-
cipal basdndose en las secuencias de anticuerpos y para elegir restos para diversificacién que no afecten a la estructura
canonica. Actualmente se conoce que, en el dominio V, humano, el bucle L1 puede adoptar una de cuatro estructu-
ras candnicas, el bucle L2 tiene una tnica estructura canénica y que el 90% de los dominios V, humanos adoptan
una de cuatro o cinco estructuras canénicas para el bucle L3 (Tomlinson y cols. (1995) referencia anterior); asi, so-
lamente en el dominio V,, pueden combinarse diferentes estructuras candnicas para crear un intervalo de diferentes
conformaciones de las cadenas principales. Dado que el dominio V, codifica una variedad diferente de estructuras
canonicas para los bucles L1, L2 y L3 y que los dominios V, y V, pueden parearse con cualquier dominio Vy que
puede codificar varias estructuras canénicas para los bucles H1 y H2, el nimero de combinaciones de estructuras
canonicas que se observa para estos cinco bucles es muy grande. Esto implica que la generacién de diversidad en la
conformacién de las cadenas principales puede ser esencial para la produccién de un amplio abanico de especificida-
des de unién. Sin embargo, al construir una coleccién de anticuerpos basdndose en una tnica conformacién conocida
de las cadenas principales se encontrd, al contrario de lo que se esperaba, que no es necesaria una diversidad en la
conformacién de las cadenas principales para generar una diversidad suficiente para dirigirlos contra sustancialmente
todos los antigenos. Es incluso més sorprendente, que la conformacidn dnica de las cadenas principales no tiene que
ser una estructura de consenso, puede usarse una tnica conformacion natural como base para toda una coleccién. De
ese modo, en un aspecto preferido, la invencién proporciona una coleccion en la que los miembros codifican una tnica
conformacién conocida de las cadenas principales. Debe entenderse, sin embargo, que pueden producirse variaciones
ocasionales de tal forma que un pequefio nimero de miembros funcionales puedan poseer una conformacién de las
cadenas principales alternativa, que puede ser desconocida.

La unica conformacién de las cadenas principales que se elige preferiblemente es comun entre las moléculas del
tipo de superfamilia de las inmunoglobulinas en cuestién. Una conformacion es habitual cuando se observa que la
adopta un ndmero significativo de moléculas naturales. Por consiguiente, en un aspecto preferido de la invencién, la
aparicion natural de las diferentes conformaciones de las cadenas principales por cada bucle de unién de una molécula
de la superfamilia de las inmunoglobulinas se conserva por separado y después se elige una molécula superfamilia de
las inmunoglobulinas natural que posea la combinacién de conformaciones de las cadenas principales deseada para los
diferentes bucles. Si no hay ninguno disponible, puede elegirse el equivalente més préximo. Dado que una desventaja
de las colecciones de polipéptidos de la familia de las inmunoglobulinas de la técnica anterior es que muchos miembros
tienen regiones estructurales no naturales o contienen mutaciones estructurales (véase mds arriba), en el caso de los
anticuerpos o receptores de los linfocitos T, es preferible crear la combinacién de conformaciones de las cadenas
principales deseada para los diferentes bucles seleccionando segmentos de genes de la linea germinal que codifican
las conformaciones de las cadenas principales deseadas. Es mas preferible, que los segmentos de genes de la linea
germinal seleccionados sean de expresion frecuente y lo més preferible que sean de los de expresion mds frecuente.

En el disefio de las colecciones de anticuerpos, por lo tanto, puede considerarse por separado la incidencia de las
diferentes conformaciones de las cadenas principales para cada uno de los seis bucles de unién de antigenos. Para H1,
H2, L1, L2 y L3, se elige una conformacién dada que es adoptada por entre el 20% y el 100% de los bucles de unién
de antigenos de las moléculas naturales. Habitualmente, la incidencia que se observa es superior al 35% (es decir entre
35% y 100%) y, de forma ideal, superior al 50% o incluso superior al 65%. Dado que la gran mayoria de los bucles H3
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no tienen estructuras candnicas, es preferible seleccionar una conformacién de las cadenas principales que sea comtn
entre los bucles que si presentan estructuras candnicas. Por lo tanto, para cada uno de los bucles, se selecciona la
conformacién que se observa mas habitualmente en el repertorio natural. En los anticuerpos humanos, las estructuras
canoénicas mds populares (CS) para cada bucle son las siguientes: H1 - CS 1 (79% del repertorio expresado), H2 - CS 3
(46%),L.1-CS2de V, (39%),L2-CS 1 (100%),L3-CS 1 cd V, (36%) (el cilculo asume una proporcion entre k:A de
70:30, Hood y cols. (1967) Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol., 48: 133). Para los bucles H3 que tienen estructuras
candnicas, lo mas habitual para la longitud de CDR3 (Kabat y cols. (1991) Sequences of proteins of immunological
interest, U.S. Department of Health and Human Services) de siete restos con un puente salino entre el resto 94 y el
resto 101. Existen al menos 16 secuencias de anticuerpos humanos en la coleccién de datos de EMBL con la longitud
de H3 y los restos clave necesarios para formar esta conformacién y al menos dos estructuras cristalograficas en
el banco de datos de proteina que pueden usarse como base para modelar anticuerpos (2cgr y ltet). Los segmentos
génicos de la linea germinal que se expresan mds frecuentemente de esta combinacién de estructuras candnicas son
el segmento 3-23 de Vy (DP-47), el segmento JH4b de Jy;, el segmento O2/012 V, (DPKD9) y el segmento J, 1 de J,.
Estos segmentos pueden usarse por lo tanto combinados como base para construir una coleccién con la conformacién
Unica de las cadenas principales deseada.

De forma alternativa, en lugar de elegir la conformacion tinica de las cadenas principales basdndose en la aparicién
natural de las diferentes conformaciones de las cadenas principales para cada uno de los bucles de unién por separado,
se usa la aparicion natural de las combinaciones de conformaciones de las cadenas principales como base para elegir
la conformacién tnica de las cadenas principales. En el caso de los anticuerpos, por ejemplo, puede determinarse
la aparicion natural de combinaciones de estructuras candnicas para cualesquiera dos, tres, cuatro, cinco, o para los
seis bucles de unién de antigenos. Aqui, es preferible que la conformacion elegida sea la habitual en los anticuerpos
naturales y lo mds preferible es que se observe con la mayor frecuencia en el repertorio natural. Asi, en los anticuerpos
humanos, por ejemplo, cuando se consideran combinaciones naturales de los cinco bucles de unién de antigenos, H1,
H2, L1, L2 y L3, se determina la combinacién de estructura canénicas mds frecuente y después se combinan con la
conformacién mds habitual para el bucle H3, como base para elegir la conformacién tnica de las cadenas principales.

b. Diversificacion de la secuencia canénica

Habiendo seleccionado diversas conformaciones conocidas de las cadenas principales o, preferiblemente una tinica
conformacién de las cadenas principales conocida, la coleccién de la invencion puede construirse variando el sitio de
unién de la molécula para generar un repertorio con diversidad estructural y/o funcional. Esto quiere decir que se
generan variantes de tal forma que posean una diversidad suficiente en su estructura y/o en su funcién tal que sean
capaces de proporcionar una variedad de actividades. Por ejemplo, cuando los polipéptidos en cuestién son receptores
de la superficie celular, pueden poseer una diversidad de especificidades de union de ligandos diana.

La diversidad deseada se genera habitualmente variando la molécula seleccionada en una o mds posiciones. Las
posiciones a cambiar pueden elegirse aleatoriamente o preferiblemente se seleccionan. La variacién puede lograrse
después mediante aleatorizacion, durante la cual el aminodcido es sustituido por cualquier aminoécido o andlogo del
mismo, natural o sintético, produciendo un gran nimero de variantes o sustituyendo el aminoécido existente por uno
0 mas de un subconjunto definido de aminodcidos, produciendo un nimero mds limitado de variantes.

Se han resefiado diversos procedimientos para introducir dicha diversidad. Puede usarse PCR con tendencia a
errores (Hawkins y cols. (1992) J. Mol. Biol., 226: 889), mutagénesis quimica (Deng y cols. (1994) J. Biol. Chem., 269:
9533) o cepas mutadoras bacterianas (Low y cols. (1996) J. Mol. Biol., 260: 359) para introducir mutaciones aleatorias
en los genes que codifican la molécula. Los procedimientos para mutar las posiciones seleccionadas son también
notorias en la técnica e incluyen el uso de oligonucledtidos u oligonucledtidos degenerados con emparejamientos
erréneos, con o sin el uso de PCR. Por ejemplo, se han creado varias colecciones de anticuerpos sintéticos dirigiendo
las mutaciones a los bucles de unién de los antigenos. La regiéon H3 de un Fab humano que se une al toxoide del tétano
se ha randomizado para crear un abanico de nuevas especificidades de unién (Barbas y cols. (1992) referencia anterior).
Se han unido regiones H3 y L3 aleatorias o semialeatorias a segmentos del gen V germinal para producir grandes
colecciones con regiones estructurales sin mutaciones (Hoogenboom y Winter (1992) referencia anterior; Nissim y
cols. (1994) referencia anterior; Griffiths y cols. (1994) referencia anterior; De Kruif y cols. (1995) referencia anterior).
Dicha diversificacién se ha extendido para que incluya algunos o todos los otros bucles de unién de antigenos (Crameri
y cols. (1996) Nature Med., 2: 100; Riechmann y cols. (1995) BiolTechnology. 13: 475; Morphosys, WO97/08320,
referencia anterior).

Dado que la randomizacién de los bucles tiene potencial para crear aproximadamente mas de 10,5 estructuras para
cualquier H3 y un nimero de variantes igualmente grande para los otros cinco bucles, no es factible usar la actual
tecnologia de transformacién o ni siquiera usando sistemas sin células para producir una coleccién que represente
todas las combinaciones posibles. Por ejemplo, en una de las colecciones mds grandes construidas hasta la fecha,
se generaron 6 x 1010 anticuerpos diferentes, que es tnicamente una fraccion de la potencial diversidad para una
coleccién de este disefio (Griffiths y cols. (1994) referencia anterior).

Ademads de la eliminacién de los miembros no funcionales y del uso de una tnica conformacién de las cadenas
principales conocida, la presente invencidn soluciona estas limitaciones diversificando tinicamente los restos que estan
directamente implicados en la creacién o modificacién de la funcién deseada de la molécula. Para muchas moléculas, la
funcidn serd unirse a un ligando diana y por lo tanto la diversidad deberia concentrarse en el sitio de unién del ligando
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diana, a la vez que se evita cambiar los restos que son cruciales para el empaquetamiento global de la molécula o para
mantener la conformacidn elegida para las cadenas principales; por lo tanto, la invencién proporciona una coleccién
en la que las posiciones seleccionadas para ser modificadas pueden ser las que constituyen el sitio de unién para el
ligando diana.

Diversificacion de la secuencia candnica en lo que respecta a los anticuerpos

En el caso de una un coleccién de anticuerpos, el sitio de unién para el ligando diana lo mas a menudo es el
sitio de unién de antigenos. De ese modo, en un aspecto muy preferido, la invencién proporciona una coleccién de
anticuerpos en la que dnicamente se varian los restos del sitio de unién de antigenos. Estos restos son muy diversos
en el repertorio de anticuerpos humanos y se sabe que forman contactos en los complejos de anticuerpo/antigeno de
alta resolucién. Por ejemplo, es sabido que en L2 las posiciones 50 y 53 son diversas en los anticuerpos naturales y se
observa que contactan con el antigeno. Por el contrario, la estrategia convencional hubiera sido diversificar todos los
restos de la region determinante de la complementariedad (CDR1) correspondiente tal como la definen Kabat y cols.
(1991, referencia anterior), unos siete restos comparados con los dos que se diversifican en la coleccién de acuerdo
con la invencién. Esto representa una mejora significativa en lo que respecta a la diversidad funcional necesaria para
crear una variedad de especificidades de unién de antigenos.

En la naturaleza, la diversidad de los anticuerpos se produce mediante dos procesos: recombinacién somatica de
los segmentos V, D y J de la linea germinal para crear un repertorio primario indiferenciado (la denominada diversidad
de la linea germinal y de unién) e hipermutacién somética de los genes V reordenados resultantes. El andlisis de las
secuencias de anticuerpos humanos ha demostrado que la diversidad en el repertorio primario se enfoca en el centro del
sitio de unién de antigenos, mientras que la hipermutacién somatica extiende su diversidad a regiones de la periferia
del sitio de unién de antigenos que estdn muy conservadas en el repertorio primario (véase Tomlinson y cols. (1996)
referencia anterior). Esta complementariedad probablemente ha evolucionado como una estrategia eficaz para buscar
el especio de las secuencias y, aunque aparentemente exclusiva para los anticuerpos, puede aplicarse facilmente a
otros repertorios de polipéptidos de acuerdo con la invencién. De acuerdo con la invencion, los restos que varian son
un subconjunto de los que forman el sitio de unién para el ligando diana. Los diferentes subconjuntos (que incluyen
los superpuestos) de restos del sitio de unién del ligando diana se diversifican en etapas diferentes durante la seleccion,
si se desea.

En el caso de un repertorio de anticuerpos, el procedimiento de dos etapas de la invencién es andlogo a la ma-
duracién de anticuerpos del sistema inmunitario humano. Se crea un repertorio inicial “indiferenciado” en el que se
diversifican algunos, pero no todos, los restos del sitio de unién de antigenos. Tal como se usa en el presente docu-
mento en este contexto, el término “indiferenciado” se refiere a moléculas de anticuerpo que no tienen un ligando
diana predeterminado. Estas moléculas se parecen a las que codifican los genes de inmunoglobulinas de un individuo
que no ha sufrido diversificacién inmunitaria, que es el caso de los individuos fetales y recién nacidos, cuyos sistemas
inmunitarios no han sido atin expuestos a una gran variedad de estimulos antigénicos. Después se selecciona este
repertorio con una variedad de antigenos. Si fuera necesario, puede introducirse una mayor diversidad después fuera
de la regién diversificada en el repertorio inicial. Este repertorio maduro puede seleccionarse para determinar una
funcidn, especificidad o afinidad modificadas.

La invencién proporciona dos repertorios de anticuerpos indiferenciados diferentes en los que se varfan algunos
o todos los restos del sitio de unién de antigenos. La coleccién “primaria” imita el repertorio natural primario, res-
tringiéndose la diversidad a los restos del centro del sitio de unién de antigenos que son diversos en los segmentos de
genes V de la linea germinal (diversidad de la linea germinal) o se diversifican durante el proceso de recombinacién
(diversidad de unién). Los restos que se diversifican incluyen, pero sin limitacién, H50, H52, H52a, H53, HSS, H56,
H58, H95, H96, H97, H98, 150, L53, L91, 192, 1.93, .94 y L96. En la coleccién “somadtica”, la diversidad estd res-
tringida a los restos que se diversifican durante el proceso de recombinacién (diversidad de unién) o tienen muchas
mutaciones somadticas). Los restos que se diversifican incluyen, pero sin limitacién: H31, H33, H35, H95, H96, H97,
H98, L30, L31, L32, L34 y L96. Se sabe que todos los restos enumerados anteriormente como adecuados para su
diversificacion en estas colecciones forman contactos en uno o mds complejos de anticuerpo y antigeno. Dado que en
ambas colecciones, no se varian todos los restos del sitio de unién de antigenos, se incorpora diversidad adicional du-
rante la seleccion variando los demds restos, si asi se desea. Para un experto en la técnica serd obvio que puede usarse
cualquier subconjunto de cualquiera de estos (o de restos adicionales que comprenden el sitio de unién de antigenos)
para la diversificacion inicial y/o posterior del sitio de unién de antigenos.

En la construccién de las colecciones de acuerdo con la invencion, la diversificacion de las posiciones elegidas
se logra habitualmente a nivel de los 4cidos nucleicos, alterando la secuencia codificante que especifica la secuencia
del polipéptido de tal forma que pueda incorporarse un nimero de aminodcidos posibles (los 20 o un subconjunto
de los mismos) en esa posicién. Usando la nomenclatura [UPAC, el codén mads versatil es NNK, que codifica todos
los aminodcidos asi como el codén de terminacién TAG. Preferiblemente se usa el codén NNK para introducir la
diversidad necesaria. También se usan otros codones que logran los mismos fines, que incluye el codén NNN, que
logra la produccién del los codones de terminacién adicionales TGA y TAA.

Una caracteristica de la diversidad de las cadenas laterales en el sitio de unién de antigenos de los anticuerpos
humanos es un pronunciado sesgo que favorece ciertos restos aminoacidicos. Si se suma la composicién de los ami-
nodcido de las diez posiciones mas diversas de cada una de las regiones Vy, V, y V,, mas del 76% de la diversidad de
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las cadenas laterales proviene de tinicamente siete restos diferentes, que son, serina (24%), tirosina (14%), asparragina
(11%), glicina (9%), alanina (7%), aspartato (6%) y treonina (6%). Este sesgo hacia los restos hidréfilos y los restos
pequefios que puede proporcionar flexibilidad a las cadenas principales probablemente refleja la evolucién de las su-
perficies que tienen predisposicién a unirse a un amplio abanico de antigenos y puede ayudar a explicar la necesaria
promiscuidad de los anticuerpos del repertorio primario.

Dado que es preferible imitar esta distribucion de aminoécidos, la invencién proporciona una coleccién en la que
la distribucién de aminodcidos en las posiciones a variar imita la que se observa en el sitio de unién de antigenos
de los anticuerpos. Dicho sesgo en la sustitucion de los aminodcidos que permite la seleccion de ciertos polipéptidos
(no sélo los polipéptidos de anticuerpos) contra una variedad de ligandos diana se aplica facilmente a cualquier re-
pertorio de polipéptidos de acuerdo con la invencién. Existen diversos procedimientos para sesgar la distribucién de
aminodcidos en la posicidn a variar (que incluyen el uso de mutagénesis de trinucleétidos, documento W097/08320,
Morphosys, referencia anterior), de los cuales el procedimiento preferido, debido a la facilidad de su sintesis, es el
uso de codones degenerados convencionales. Al comparar el perfil de los aminoacidos codificados por todas las com-
binaciones de los codones degenerados (con degeneracion tnica, doble, triple y cuddruple en proporciones iguales en
cada posicién) con el uso de los aminodcidos naturales es posible calcular el codén mas representativo. Los codones
(AGT)(AGO)T, (AGT)(AGC)C y (AGT)(AGC)(CT) - que son, DVT, DVC y DVY, respectivamente usando la nomen-
clatura ITUPAC - son los mas similares al perfil de aminodcidos deseado: codifican 22% de serina y 11% de tirosina,
asparragina, glicina, alanina, aspartato, treonina y cisteina. Preferiblemente, por lo tanto, las colecciones se construyen
usando o el codén DVT, DVC o DVY en cada una de las posiciones diversificadas.

Tal como se indica anteriormente, los polipéptidos que forman las colecciones de anticuerpos de acuerdo con la
invencién pueden ser anticuerpos completos o fragmentos de los mismos, tales como fragmentos Fab, F(ab’),, Fv o
scFv, o dominios Vy o Vi separados, cualquiera de los cuales estd modificado o no modificado. De estos, se usan
particularmente los fragmentos Fv monocatenarios, o scFvs. Los fragmentos ScFv, asi como otros polipéptidos de
anticuerpos; se generan de forma fiable mediante procedimientos de disefio de anticuerpos notorios en la técnica. El
scFv se forma mediante la conexién de los genes Vy; y Vi usando un oligonucleétido que codifica un péptido enlazador
disenado de forma apropiada, tal como (Gly-Gly-Gly-Gly-Ser); o péptido(s) enlazador(es) equivalente(s). Los puentes
enlazadores del extremo C de la primera regién de V y el extremo N de la segunda regioén de V, se ordenan de la forma
Vy-enlazador-V o V| -enlazador-Vy-. En principio, el sitio de unién del scFv puede reproducir de forma fidedigna la
especificidad del anticuerpo entero correspondiente y vice-versa. En la técnica son notorias técnicas similares para la
construccion de fragmentos Fv, Fab y F(ab’),, asi como moléculas quiméricas de anticuerpos. Cuando se expresan los
fragmentos Fv, deben tomarse precauciones para asegurar el correcto plegamiento y asociacién de las cadenas. Para
los fragmentos Fab y F(ab’),, se combinan polipéptidos Vi y V| con segmentos de regiones constantes, que pueden
aislarse a partir de genes reordenados, genes de C de la linea germinal o que pueden sintetizarse a partir de datos de
secuencias de anticuerpos al igual que para los segmentos de la regién V. Una coleccién de acuerdo con la invencién
puede ser una coleccion de Vy o V.. De ese modo, pueden construirse colecciones distintas que comprenden dominios
Vy y Vi tnicos y, opcionalmente, incluyen dominios Cy, o C, respectivamente, creando moléculas Dab.

c. Sistemas de vectores en colecciones de acuerdo con la invencion

Las colecciones de acuerdo con la invencién pueden usarse para el tamizado directo usando los ligandos genéricos
y/o diana o usarse en un protocolo de seleccidon que implique un paquete de presentacion genética.

Los sistemas de expresion en bacteriéfago lambda pueden tamizarse directamente en placas de bacteriéfagos o en
colonias de liségenos, ambos tal como se ha descrito anteriormente (Huse y cols. (1989) Science, 246: 1275; Caton y
Koprowski (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 87; Mullinax y cols. (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 87: 8095;
Persson y cols. (1991) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 88: 2432) y son ttiles en la invencién. Aunque dichos sistemas
de expresion pueden usarse para tamizar hasta 10° miembros diferentes de una coleccién, no son realmente adecua-
dos para tamizar nimeros superiores (superiores a 10° miembros). Otros sistemas de tamizado se fundamentan, por
ejemplo, en la sintesis quimica directa de miembros de la coleccién. Un procedimiento temprano supone la sintesis de
péptidos en un conjunto de agujas o bastones, tal como se describe en el documento WO84/03564. Un procedimiento
similar que supone la sintesis de péptido sobre perlas, que forma una coleccién de péptidos en la que cada perla es
un miembro individual de la coleccién, se describe en la patente de Estados Unidos n.° 4.631.211 y un procedimiento
similar se describe en el documento W(092/00091. Una mejora significativa de los procedimientos con base de perlas
implica marcar cada perla con un marcador identificador tnico, tal como un oligonucleétido, de forma que se facilite
la identificacién de la secuencia de aminoécidos de cada miembro de la coleccién. Estos procedimientos mejorados
con base de perlas se describen en el documento W0O93/06121.

Otro procedimiento de sintesis quimica supone la sintesis de chips de péptidos (o peptidomiméticos) sobre una
superficie de forma que cada miembro diferente de la coleccion (por ejemplo, una secuencia de péptidos tnica) esté
situado en una localizacién diferente, predefinida del chip. La identidad de cada miembro de la coleccidn se determina
por su situacion espacial en el chip. Se determinan los puntos del chip en los que se producen las interacciones de unién
entre una molécula predeterminada (por ejemplo, un receptor) y miembros reactivos de la coleccion, identificando asi
las secuencias de los miembros reactivos de la coleccidon en base a su situacion espacial. Estos procedimientos se
describen en la patente de Estados Unidos n.° 5.143.854; los documentos W090/15070 y W092/10092; Fodor y cols.
(1991) Science, 251: 767; Dower y Fodor (1991) Ann. Rep. Med. Chem., 26:271.
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De uso particular en la construccién de las colecciones de la invencion son los sistemas de presentacién y seleccion,
que permiten relacionar el dcido nucleico con el polipéptido que expresa. Tal como se usa en el presente documento,
un sistema de presentacion y seleccion es un sistema que permite seleccionar, por medios de presentacién adecuados,
los miembros individuales de la coleccién al unirse a los ligandos genéricos y/o diana.

Puede usarse cualquier sistema de presentacion y seleccién junto con una coleccién de acuerdo con la invencidn.
Los protocolos de seleccién para aislar los miembros deseados de colecciones grandes son conocidos en la técnica,
segun tipifican las técnicas de presentacion en fagos. Dichos sistemas, en los que se presentan diversas secuencias
peptidicas sobre la superficie de bacteriéfagos filamentosos (Scott y Smith (1990) referencia anterior), han demostrado
ser utiles para crear colecciones de fragmentos de anticuerpos (y las secuencias de nucleétidos que los codifican) para
la seleccion y amplificacion in vitro de fragmentos de anticuerpos especificos que se unen a antigenos diana. Las
secuencias de nucleétidos que codifican las regiones Vy y V| se relacionan con los fragmentos de genes que codifican
sefales lider que las dirigen al espacio periplasmético en E. coli y como resultado, los fragmentos de anticuerpos
resultantes se presentan sobre la superficie del bacteriéfago, habitualmente en forma de fusiones a proteinas de la
cubierta de los bacteriéfagos (por ejemplo, pIIl o pVIII). De forma alternativa, los fragmentos de anticuerpos se
presentan externamente en capsides de fagos lambda (phagebodies). Una ventaja de los sistemas de presentacion en
fagos es que, debido a que son sistemas bioldgicos, los miembros seleccionados de la coleccion pueden amplificarse
simplemente cultivando el fago que contiene el miembro seleccionado de la coleccién en células bacterianas. Ademads,
dado que la secuencia de nucleétidos que codifican el miembro de la coleccién de polipéptidos estd contenido en un
vector fago o fagémido, la secuenciacion, expresion y posterior manipulacién genética son relativamente simples.

Los procedimientos para la construccién de colecciones de presentacién de anticuerpos en bacteridfago y las
colecciones de expresion de fagos lambda son notorias en la técnica (McCafferty y cols. (1990) referencia anterior;
Kang y cols. (1991) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 88: 4363; Clackson y cols. (1991) Nature, 352: 624; Lowman y
cols. (1991) Biochemistry, 30: 10832; Burton y cols. (1991) Proc. Natl. Acad. Sci U.S.A., 88: 10134; Hoogenboom y
cols. (1991) Nucleic Acids Res., 19: 4133; Chang y cols. (1991) J. Immunol., 147: 3610; Breitling y cols. (1991) gen,
104: 147; Marks y cols. (1991) referencia anterior; Barbas y cols. (1992) referencia anterior; Hawkins y Winter (1992)
J. Immunol., 22: 867; Marks y cols., 1992, J. Biol. Chem., 267: 16007; Lerner y cols. (1992) Science, 258: 1313, que
se incorpora al presente documento por referencia).

Una estrategia particularmente ventajosa ha sido el uso de colecciones de scFv y fagos (Huston y cols., 1988.
Proc. Natl. Acad. Sci U.S.A., 85: 5879-5883; Chaudhary y cols. (1990) Proc. Natl. Acad. Sci U.S.A., 87: 1066-
1070; McCafferty y cols. (1990) referencia anterior; Clackson y cols. (1991) referencia anterior; Marks y cols. (1991)
referencia anterior; Chiswell y cols. (1992) Trends Biotech., 10: 80; Marks y cols. (1992) referencia anterior). Se
han descrito diversas realizaciones de colecciones de scFv presentadas en proteinas de la cubierta de bacteriéfagos.
También se conocen mejoras de las estrategias de presentacién en fagos, por ejemplo tal como se describe en los
documentos W096/06213 y W092/01047 (Medical Research Council y cols.) y WO97/08320 (Morphosys, referencia
anterior), que se incorporan al presente documento por referencia.

Otros sistemas para generar colecciones de polipéptidos o nucleétidos suponen el uso de maquinaria enzimatica
sin células para la sintesis in vitro de los miembros de la coleccién. En un procedimiento, se seleccionan moléculas de
ARN mediante tandas de seleccién alternativas con un ligando diana y amplificacién por PCR (Tuerk y Gold (1990)
Science, 249: 505; Ellington y Szostak (1990) Nature, 346: 818). Puede usarse una técnica similar para identificar
secuencias de ADN que se unen a un factor de transcripcion humano predeterminado (Thiesen and Bach (1990) Nu-
cleic Acids Res., 18: 3203; Beaudry y Joyce (1992) Science. 257: 635; documentos W092/05258 y W(092/14843).
De forma similar, puede usarse la traduccidn in vitro para sintetizar polipéptidos como procedimiento para generar co-
lecciones grandes. Estos procedimientos, que generalmente comprenden complejos de polisomas establecidos, se des-
criben de forma general en los documentos WO88/08453, WO90/05785, WO90/07003, W091/02076, W0O91/05058,
y W092/02536. Los sistemas de presentacion alternativos que no se basan en fagos, tal como los que se describen en
los documentos W095/22625 y W095/11922 (Affymax) usan los polisomas para presentar los polipéptidos para su
seleccion. Estos y todos los documentos anteriores también se incorporan al presente documento por referencia.

En un aspecto adicional la invencién proporciona un procedimiento de preparar una coleccién de polipéptidos de
anticuerpos indiferenciados, comprendiendo el procedimiento:

a) proporcionar una pluralidad de dcidos nucleicos constituidos por dcidos nucleicos que cada uno codifica un
polipéptido de anticuerpo que comprende un dominio Vy, en el que cada dominio Vy comprende la estructura canénica
del bucle hipervariable H1 codificado por el segmento DP-47 del gen Vy de la linea germinal humana,

b) introducir diversidad en los dcidos nucleicos comprendidos por dicha pluralidad proporcionando diversidad a
uno o mds restos aminoacidicos que se seleccionan a partir del grupo constituido por H31, H33 y H35 de una pluralidad
de dichos dominios Vy; y

¢) expresar los polipéptidos codificados por dicha pluralidad de 4cidos nucleicos, mediante lo cual se produce
una coleccion de polipéptidos de anticuerpos que comprenden dominios Vy diversificados, teniendo los dominios Vy
diversificados las estructuras canénicas del bucle hipervariable H1 codificado por el segmento DP-47 del gen Vy de la
linea germinal humana.
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Todavia en un aspecto adicional la presente invencién proporciona un procedimiento de preparar una coleccién de
polipéptidos de anticuerpos, comprendiendo el procedimiento:

a) proporcionar una pluralidad de dcidos nucleicos constituidos por dcidos nucleicos que cada uno codifica un
polipéptido de anticuerpo que comprende un dominio Vi, en el que cada dominio Vi comprende la estructura canénica
del bucle hipervariable L1 codificado por el segmento DPK9 del gen V. de la linea germinal humana,

b) introducir diversidad en los 4cidos nucleicos comprendidos por dicha pluralidad proporcionando diversidad a
uno o mds restos aminoacidicos en una o mas CDR de una pluralidad de dichos dominios Vy;y

¢) expresar los polipéptidos codificados por dicha pluralidad de dcidos nucleicos, mediante lo cual se produce
una coleccidén de polipéptidos de anticuerpos que comprenden dominios V. diversificados, teniendo los dominios Vi
diversificados la estructura canénica del bucle hipervariable L1 codificado por el segmento DPK9 del gen V; de la
linea germinal humana.

Todavia en un aspecto adicional la invencién proporciona un procedimiento de preparar una coleccién de polipép-
tidos de anticuerpos indiferenciados, comprendiendo el procedimiento:

a) proporcionar una dnica secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido de anticuerpo que comprende un
dominio Vy, en el que el dominio Vi comprende la estructura candnica del bucle hipervariable H1 codificado por el
segmento DP-47 del gen Vy de la linea germinal humana,

b) amplificar e introducir diversidad en la secuencia de nucle6tidos en uno o mas restos aminoacidicos que se
seleccionan a partir del grupo constituido por H31, H33 y H35, produciendo asi una pluralidad de secuencias de
nucledtidos diversas que codifican dominios Vy; y

c¢) expresar los polipéptidos codificados por dicha pluralidad de secuencias de nucleétidos, mediante lo cual se
produce una coleccién de polipéptidos de anticuerpos que comprenden dominios Vy diversificados, teniendo los do-
minios Vy diversificados las estructuras candnicas del bucle hipervariable H1 codificado por el segmento DP-47 del
gen Vy de la linea germinal humana.

En un aspecto adicional més la invencién proporciona un procedimiento de preparar una coleccion de polipéptidos
de anticuerpos indiferenciados, comprendiendo el procedimiento:

a) proporcionar una unica secuencia de nucledtidos que codifica un polipéptido de anticuerpo que comprende un
domino Vi, en el que el domino V, comprende las estructuras candnicas del bucle hipervariable L1 codificado por el
segmento DPK9 del gen V| de la linea germinal humana,

b) amplificar e introducir diversidad en la secuencia de nucleétidos en uno o mas restos aminoacidicos en una o
mas CDR de dicho domino V| ; produciendo asi una pluralidad de secuencias de nucleétidos diversas que codifican
dominios Vi ;y

¢) expresar los polipéptidos codificados por dicha pluralidad de secuencias de nucleétidos, mediante lo cual se pro-
duce una coleccién de polipéptidos de anticuerpos que comprenden dominios Vy, diversificados, teniendo los dominios
V. diversificados las estructuras candnicas del bucle hipervariable L1 codificado por el segmento DPKO del gen V. de
la linea germinal humana.

Preferiblemente, las etapas a-c se llevan a cabo usando un sistema de presentacion en fagos.

Dado que la invencién proporciona una coleccién de polipéptidos que tienen sitios de union tanto para ligandos
genéricos como diana, el procedimiento de seleccién anterior puede aplicarse a una selecciéon usando o el ligando
genérico o el ligando diana. De ese modo, puede seleccionarse la coleccion inicial usando el ligando genérico y
después el ligando diana o usando el ligando diana y después los ligandos genéricos. La invencién también proporciona
selecciones multiples usando diferentes ligandos genéricos o en paralelo o en serie antes o después de la seleccién con
el ligando diana.

Preferiblemente, el procedimiento de acuerdo con la invencién ademds comprende las etapas de someter los poli-
péptido(s) seleccionados a variacién adicional (tal como se describe en el presente documento) y repetir las etapas a)
ad).

Dado que el ligando genérico, por su propia naturaleza, es capaz de unirse a todos los miembros de la coleccién
seleccionados usando el ligando genérico, el procedimiento de acuerdo con la invencién ademds comprende el uso
del ligando genérico (o algtin conjugado del mismo) para detectar, inmovilizar, purificar o inmunoprecipitar cualquier
miembro o poblacién de miembros funcionales de la coleccidn (ya sean seleccionados por la unién al ligando diana o
no).

Dado que la invencién proporciona una coleccién en la que los miembros tienen una conformacién de las cadenas
principales conocida, el procedimiento de acuerdo con la invencién ademds comprende la produccién de un modelo
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estructural tridimensional de cualquier miembro de la coleccién funcional (ya sea seleccionado por la unién al ligando
diana o no). Preferiblemente, la construccién de dicho modelo supone modelado por homologia y/o sustitucién mo-
lecular. Puede crearse un modelo preliminar de la conformacién de las cadenas principales comparando la secuencia
de polipéptidos con la secuencia de una estructura tridimensional conocida, mediante prediccion de las estructuras
secundarias o tamizando las colecciones estructurales. También puede usarse un programa de ordenador para predecir
la estructura secundaria del polipéptido. Para predecir las conformaciones de las cadenas laterales en las posiciones
variadas, puede emplearse una coleccidn de rotdmeros de las cadenas laterales.

En general, las moléculas de 4cido nucleico y las construcciones de vectores necesarias para realizar la presente
invencién estan disponibles en la técnica y pueden construirse y manipularse como se describe en los manuales de
laboratorio estdndar, tales como Sambrook y cols. (1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring
Harbor, USA.

La manipulacién de 4cidos nucleicos en la presente invencién habitualmente se realiza en vectores recombinantes.
Tal como se usa en el presente documento, vector se refiere a un elemento separado que se usa para introducir ADN
heter6logo en células para la su expresion y/o replicacién. Los procedimientos por los que se selecciona o construye
y, posteriormente, el uso de dichos vectores son notorios para una persona de experiencia moderada en la técnica.
Hay numerosos vectores disponibles para el ptiblico, que incluye plasmidos bacterianos, bacteriéfagos, cromosomas
artificiales y vectores episdmicos. Dichos vectores pueden usarse para la clonacién y mutagénesis simples; de forma
alternativa, tal como es habitual con los vectores en los que se portan los miembros de los repertorios (o pre-reperto-
rios) de la invencion, se emplea un vector de expresion génica. Un vector de uso de acuerdo con la invencién puede
seleccionarse para que acomode una secuencia que codifique polipéptidos de un tamafio deseado, habitualmente de
0,25 kilobases (kb) a 40 kb de longitud. Una célula huésped adecuada se transforma con el vector después de las
manipulaciones de clonacién in vitro. Cada vector contiene diversos componentes funcionales, que generalmente in-
cluyen un sitio de clonacién (o “polienlazador”), un origen de replicacién y al menos un gen marcador seleccionable.
Si un vector dado es un vector de expresion, adicionalmente posee uno o méas de los siguientes: elemento potenciador,
promotor, secuencias de terminacién de la transcripcion y de sefial, cada uno localizado en el entorno del sitio de clo-
nacion, de tal forma que estén operablemente ligados al gen que codifica un miembro de un repertorio de polipéptidos
de acuerdo con la invencion.

Tanto los vectores de clonacién como de expresion generalmente contienen secuencias de dcido nucleico que per-
miten al vector replicarse en una o mds células huésped seleccionadas. Habitualmente, en los vectores de clonacién,
esta secuencia es una que permite al vector replicarse independientemente del ADN cromosémico del huésped e in-
cluye origenes de replicacion o secuencias de replicacidon auténoma. Dichas secuencias son notorias para una variedad
de bacterias, levaduras y virus. El origen de replicacién del plasmido pBR322 es adecuado para la mayoria de las bac-
terias Gram-negativas, el origen plasmidico de 2 micrémetros es adecuado para levaduras, y diversos origenes viricos
(por ejemplo SV40, adenovirus) son utiles para los vectores de clonacion en células de mamifero. Generalmente, no
es necesario un origen de replicacién para los vectores de expresion mamiferos, a no ser que se usen en células de
mamifero que tengan capacidad de replicar niveles elevados de ADN, tal como células COS.

De forma ventajosa, un vector de clonacién o de expresion puede contener un gen de seleccién también deno-
minado marcador seleccionable. Este gen codifica una proteina necesaria para la supervivencia o multiplicacién de
células huésped transformadas cultivadas en un medio de cultivo selectivo. Las células huésped no transformadas con
el vector que contiene el gen de seleccidén por lo tanto no sobrevivirdn en el medio de cultivo. Los genes de seleccién
tipicos codifican proteinas que confieren resistencia a antibiéticos y otras toxinas, por ejemplo ampicilina, neomicina,
metotrexato o tetraciclina, complementan deficiencias auxotrdpicas o proporcionan nutrientes criticos no disponibles
en el medio de cultivo.

Dado que la replicacion de vectores de acuerdo con la presente invencién de la forma més conveniente se realiza
en E. coli, se usa un marcador seleccionable en E. coli, por ejemplo, el gen de S-lactamasa que confiere resistencia al
antibidtico ampicilina. Este puede obtenerse en plasmidos de E. coli, tales como pBR322 o un pldsmido pUC tal como
pUC18 o pUC19.

Los vectores de expresion habitualmente contienen un promotor que es reconocido por el organismo huésped y
estd ligado operablemente a la secuencia codificante de interés. Dicho promotor puede ser inducible o constitutivo. El
término “ligado operablemente” se refiere a una yuxtaposicion en la que los componentes descritos estdn relacionados
de tal forma que les permite funcionar del modo que se pretende. Una secuencia de control “ligada operablemente” a
una secuencia codificante estd ligada de tal forma que se logra la expresion de la secuencia codificante en condiciones
compatibles con las secuencias de control.

Los promotores adecuados para usar con huéspedes procariotas incluyen, por ejemplo, los sistemas de promotores
de B-lactamasa y lactosa, fosfatasa alcalina, el sistema promotor de triptéfano (trp) y promotores hibridos tales como
el promotor tac. Los promotores para usar en sistemas bacterianos también contendrdn generalmente una secuencia
Shine-Dalgarno ligada operablemente a la secuencia codificante.

En la coleccion de acuerdo con la presente invencidn, los vectores preferidos son vectores de expresion que per-
miten la expresion de una secuencia de nucledtidos que corresponde a un miembro de una coleccién de polipéptidos.
Asi, la seleccién con ligandos genéricos y/o diana puede realizarse mediante propagacién separada y expresion de
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un unico clon que expresa el miembro de la coleccidn de polipéptidos o usando cualquier sistema de presentacion y
seleccién. Como se describe anteriormente, el sistema de presentacion con seleccion preferido es la presentacion en
bacteriofagos. Asi, pueden usarse vectores de fago o fagémidos. Los vectores preferidos son los vectores de fagémido
que tienen un origen de replicacion de E. coli. (para replicacion bicatenaria) y también un origen de replicacion de
fagos (para la produccién de ADN monocatenario). La manipulacién y expresion de dichos vectores es notoria en la
técnica (Hoogenboom y Winter (1992) referencia anterior; Nissim y cols. (1994) referencia anterior). En resumen, el
vector contiene un gen de S-lactamasa para conferir selectividad a los fagémidos y un promotor las aguas arriba del un
casete de expresion que estd constituido por (del extremo N al C) una secuencia lider pelB (que dirige el polipéptido
expresado al espacio periplasmatico), un sitio de clonacién multiple (para clonar la versién nucleotidica del miembro
de la coleccién), opcionalmente, uno o mas marcadores peptidicos (para la deteccién), opcionalmente, uno o mas co-
dones de terminacién TAG y la proteina de fago plIl. Asi, usando diversas cepas supresoras y no supresoras de E. coli
con la adicién de glucosa, iso-propil tio-3-D-galactosida (IPTG) o un fago cooperador, tal como VCS M1, el vector
puede replicarse en forma de un pldsmido sin expresion, produciendo grandes cantidades del miembro de la coleccién
de polipéptidos sélo fago producto, algunos de los cuales contienen al menos una copia de la fusién de polipéptido-
pllII en su superficie.

La construccién de vectores de acuerdo con la invencién emplea técnicas de ligado convencionales. Los vectores
o fragmentos de ADN aislados se escinden, se hacen a medida y se vuelven a ligar en la forma deseada para generar
el vector requerido. Si se desea, puede realizar un andlisis para confirmar que estdn presentes las secuencias correctas
en el vector construido de la forma conocida. Los procedimientos adecuados para construir vectores de expresion,
preparar trinscritos in vitro, introducir el ADN en las células huésped, y realizar los andlisis para evaluar la expre-
sién y funcién son conocidos por los expertos en la técnica. Se detecta la presencia de una secuencia génica en una
muestra, o se cuantifica su amplificacién y/o expresion por procedimientos convencionales, tales como andlisis por
transferencia Southern o Northern, Western, transferencia en puntos de ADN, ARN o proteina, hibridacion in situ,
inmunocitoquimica o andlisis de las secuencias de las moléculas de acidos nucleicos o proteinas. Los expertos en la
técnica facilmente se imaginardn cdmo pueden modificarse estos procedimientos, si se desea.

Mutagénesis usando la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Una vez se ha elegido un sistema de vector y se han clonado una o mds secuencias de 4cido nucleico que codi-
fican los polipéptidos de interés en el vector de la coleccién, se puede generar diversidad en las moléculas clonadas
realizando la mutagénesis antes de la expresion; de forma alternativa, las proteinas codificadas pueden expresarse y
seleccionarse, como se describe anteriormente, antes de realizar la mutagénesis y las tandas adicionales de seleccion.
Tal como se ha indicado anteriormente, la mutagénesis de las secuencias de 4cido nucleico que codifican polipéptidos
estructuralmente optimizados se realiza mediante procedimientos moleculares estdndar. Particularmente util es la re-
accion en cadena de la polimerasa, o PCR, (Mullis y Faloona (1987) Methods Enzymol., 155: 335, que se incorpora al
presente documento por referencia). La PCR, que usa ciclos multiples de replicacion ADN catalizados por una ADN
polimerasa dependiente de ADN termoestable para amplificar la secuencia diana de interés, es notoria en la técnica.

Los cebadores de oligonucledtidos ttiles de acuerdo con la invencién son moléculas de ADN o RNA monocatena-
rias que se hibridan con una sonda de 4cido nucleico para cebar la sintesis enzimadtica de una segunda hebra de dcido
nucleico. El cebador es complementario a una porcién de una molécula diana presente en un conjunto de moléculas de
dcido nucleico que se usa en la preparacién de conjuntos de chips de la invencién. Se contempla que dicha molécula
se prepara mediante procedimientos de sintesis, o quimicos o enzimadticos. De forma alternativa, dicha molécula o un
fragmento de la misma es natural, y se aisla de su fuente natural o se compra de un proveedor comercial. Los cebadores
oligonucleotidicos mutagénicos tienen de 15 a 100 nucleétidos de longitud, de forma ideal de 20 a 40 nucleétidos,
aunque son ttiles oligonucledtidos de diferente longitud.

Habitualmente, se produce una hibridacion selectiva cuando dos secuencias de dcido nucleico son sustancialmente
complementarias (al menos aproximadamente 65% de complementariedad en un tramo de al menos 14 a 25 nucleé-
tidos, preferiblemente al menos aproximadamente 75%, més preferiblemente al menos aproximadamente 90% de
complementariedad). Véase Kanehisa (1984) Nucleic Acids Res. 12: 203, que se incorpora al presente documento por
referencia. Como resultado, se espera que se tolere un cierto grado de emparejamientos erréneos en el sitio de cebado.
Dichos emparejamientos erréneos pueden ser pequefios, tal como un mononucleétido, dinucleétido o trinucleétido.
De forma alternativa, puede comprender bucles de nucleétidos, que los presentes inventores definen como regiones en
las que los emparejamientos erréneos engloban una serie ininterrumpida de cuatro o més nucleétidos.

Globalmente, cinco factores influyen sobre la eficacia y selectividad de la hibridacién de un cebador a una segunda
molécula de 4cido nucleico. Estos factores, que son (i) longitud del cebador, (ii) la secuencia de nucleétidos y/o
composicion, (iii) temperatura de hibridacién, (iv) composicion del tampén y (v) el potencial de impedimento estérico
en la region a la que debe hibridarse el cebador, son consideraciones importantes cuando no se disefian secuencias
cebadoras aleatorias.

Existe una correlacion positiva entre la longitud del cebador y tanto la eficacia como la exactitud con la que un
cebador se hibrida con una secuencia diana; las secuencias mas largas tienen una temperatura de fusién mayor (Ty)
que las mas cortas, y tienen una menor probabilidad de repetirse en una secuencia diana dada, minimizando asi la
hibridacién promiscua. Las secuencias de los cebadores con un alto contenido en G-C o que comprenden secuencias
palindrémicas tienden a autohibridarse, al igual que sus supuestos sitios diana, dado que en solucién se favorece la
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cinética de hibridacién unimolecular, en lugar de bimolecular; al mismo tiempo, es importante disefiar un cebador
que contenga un nimero suficiente de parejas de nucledtidos G-C que se unan a la secuencia con fuerza, dado que
cada uno de dichos pares estd enlazado mediante tres enlaces de hidrégeno, en lugar de los dos que se encuentran
cuando se emparejan las bases A y T. La temperatura de hibridacién varia de forma inversa a la eficacia de hibridacién
del cebador, al igual que la concentracién de disolventes orgédnicos, por ejemplo formamida, que pueden incluirse en
una mezcla de hibridacién, mientras que el aumento de la concentracion salina facilita la unién. En condiciones de
hibridacién restrictivas, las sondas mds largas se hibridan de forma mds eficaz que las mds cortas, que son suficientes
en condiciones mas permisivas. Las condiciones de hibridacién restrictivas habitualmente incluyen concentraciones
salinas inferior a aproximadamente 1 M, mds habitualmente menos de aproximadamente 500 mM y preferiblemente
menos de aproximadamente 200 mM. Las temperaturas de hibridacién varian desde 0°C a mas de 22°C, mds de
aproximadamente 30°C, y (lo mds a menudo) por encima de aproximadamente 37°C. Los fragmentos mds largos
pueden necesitar una temperatura de hibridacién mayor para la hibridacién especifica. Dado que varios factores afectan
a la restriccion de la hibridacion, la combinacién de los pardmetros es mds importante que la medida absoluta de una
cualquiera por si sola.

Los cebadores se disefian teniendo en mente estas consideraciones. Aunque un experto en la técnica puede hacer
estimaciones de los méritos relativos de numerosas secuencias mentalmente, se han disefiado programas de ordenador
para ayudar a evaluar estos diversos pardmetros y la optimizacién de las secuencias de cebadores. Los ejemplos
de dichos programas son “PrimerSelect” del paquete de programas DNAStar™ (DNAStar, Inc.; Madison. WI) y
OLIGO 4.0 (National Biosciences, Inc.). Una vez disefiados, se preparan los oligonucledtidos adecuados mediante
un procedimiento adecuado, por ejemplo el procedimiento de fosforamidita que describen Beaucage y Carruthers
(1981) Tetrahedron Lett., 22: 1859) o el procedimiento de triésteres de acuerdo con Matteucci y Caruthers (1981) J.
Am. Chem. Soc., 103: 3185, ambos de los cuales se incorporan al presente documento por referencia, o por otros
procedimientos quimicos usando o un sintetizador de oligonucleétidos automdtico comercial o tecnologia VLSIPS™.

La PCR se realiza usando ADN sonda (al menos 1 ug; de forma mas util, 1-1000 ng) y al menos 25 pmol de ce-
badores oligonucleotidicos; puede ser ventajoso usar una cantidad mayor de cebador cuando el conjunto de cebadores
es muy heterogéneo, ya que cada secuencia es representada tinicamente por una pequefia fraccién de las moléculas
del conjunto, y las cantidades se vuelven limitantes en los posteriores ciclos de amplificacién. Una mezcla de reaccién
tipica incluye: 2Pl de ADN, 25 pmol de oligonucleétido cebador, 2,5 ul de 10X tampén de PCR 1 (Perkin-Elmer,
Foster City, CA), 0,4 ul de dNTP 1,25 PM, 0,15 ul (o 2,5 unidades) de ADN polimerasa Taq (Perkin Elmer, Foster
City, CA) y agua desionizada hasta un volumen total de 25 ul. Se cubre de aceite mineral y la PCR se realiza usando
un ciclador térmico programable.

La longitud y temperatura de cada etapa de un ciclo de PCR, asi como el niimero de ciclos, se ajusta de acuerdo con
los requisitos de restriccion a utilizar. La temperatura de hibridacion y el tiempo se determinan tanto por la eficacia con
la que se espera que un cebador se hibride a una sonda y el grado de emparejamientos erréneos que deben tolerarse;
obviamente, cuando se amplifican de forma simultdnea las moléculas de 4cido nucleico y se mutan, son necesarios
emparejamientos erréneos, al menos en la primera tanda de sintesis. Cuando se intenta amplificar una poblacion de
moléculas usando un conjunto mixto de cebadores mutagénicos, la pérdida, en condiciones de hibridacion restrictivas
(temperatura elevada), de productos potencialmente mutantes que Unicamente se producirian a bajas temperaturas de
fusién se sopesa con la hibridacién promiscua de los cebadores a secuencias distintas del sitio diana. La capacidad
de optimizar la restriccién de las condiciones de hibridacién del cebador estd facilmente dentro del conocimiento de
una persona de experiencia moderada en la técnica. Se usa una temperatura de hibridacién de entre 30°C y 72°C.
La desnaturalizacion inicial de las moléculas sonda normalmente se produce a entre 92°C y 99°C durante 4 minutos,
seguido de 20-40 ciclos que consisten en desnaturalizacién (94-99°C durante 15 segundos a 1 minuto), hibridacién (la
temperatura se determina tal como se describe anteriormente; 1-2 minutos), y extension (72°C durante 1-5 minutos,
dependiendo de la longitud del producto amplificado). La extension final es generalmente durante 4 minutos a 72°C,
y puede seguirse de una etapa indefinida (0-24 horas) a 4°C.

Andlisis estructural de miembros del repertorio

Dado que la invencién proporciona un repertorio de polipéptidos de conformacién de las cadenas principales cono-
cida, facilmente se genera un modelo estructural tridimensional de cualquier miembro del repertorio. Habitualmente,
la construccién de dicho modelo supone modelado por homologia y/o sustitucién molecular. Se crea un modelo pre-
liminar de la conformacién de las cadenas principales comparando la secuencia de polipéptidos con una secuencia
similar de estructura tridimensional conocida, mediante prediccién de las estructuras secundarias o tamizando las co-
lecciones estructurales. Hay paquetes de programas de ordenador para la construccién de modelos moleculares y son
utiles para predecir las estructuras secundarias de los polipéptidos. Para predecir las conformaciones de las cadenas
laterales en las posiciones variadas, puede emplearse una coleccion de rotdmeros de las cadenas laterales.

Anticuerpos para usar como as ligandos en la seleccion de polipéptidos

Un ligando genérico o diana a usar en la seleccion de los polipéptidos de acuerdo con la presente invencién puede
ser, en si, un anticuerpo. Esto es particularmente cierto para los ligandos genéricos, que se unen a caracteristicas
estructurales que estan sustancialmente conservadas en los polipéptidos funcionales a seleccionar para su inclusién
en los repertorios de la invencién. Si un anticuerpo apropiado no estd disponible piblicamente, puede producirse
mediante metodologia de presentacion en fagos (véase mds arriba) o de la forma siguiente:
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Pueden usarse o proteinas recombinantes o las que se derivan de fuentes naturales para generar anticuerpos usando
técnicas estdndar, notorias para los expertos en el campo. Por ejemplo, se administra la proteina (o “inmunégeno”)
para exponer a un mamifero tal como un mono, cabra, conejo o ratén. Los anticuerpos resultantes pueden recogerse en
forma se suero policlonal, o pueden inmortalizarse las células que producen anticuerpos del animal (por ejemplo por
fusioén con una pareja de fusién inmortalizante produciendo un hibridoma), células que después producen anticuerpos
monoclonales.

a. Anticuerpos policlonales

La proteina antigénica se usa o sola o conjugada con un vehiculo convencional para aumentar su capacidad inmuné-
gena, y se forma un antisuero contra el conjugado de péptido y vehiculo en un animal, como se describe anteriormente.
El acoplamiento de un péptido a un proteina portadora y las inmunizaciones pueden realizarse como se describe (Dy-
mecki y cols. (1992) J. Biol. Chem., 267: 4815). El suero se valora contra el antigeno proteinico mediante ELISA o
de forma alternativa mediante transferencia en puntos o manchas (Boersma y Van Leeuwen (1994) J. Neurosci. Met-
hods, 51: 317). Se demuestra que el suero reacciona potentemente con los péptidos apropiados mediante ELISA, por
ejemplo, siguiendo los procedimientos de Green y cols. (1982) Cell, 28: 477.

b. Anticuerpos monoclonales

Las técnicas para preparar anticuerpos monoclonales son notorias, y los anticuerpos monoclonales pueden prepa-
rarse usando cualquier antigeno candidato, preferiblemente unido a un vehiculo, tal como describen Arnheiter y cols.
(1981) Nature, 294, 278. Los anticuerpos monoclonales se obtienen habitualmente de cultivos tisulares de hibridomas
o de fluido de ascitis obtenido de animales en los que se introdujo el tejido del hibridoma. Sin embargo, los anticuerpos
monoclonales pueden describirse como que han sido “formados” contra una proteina o han sido “inducidos” por ella.

Después de ser formados, los anticuerpos monoclonales se analizan para determinar su funcién y especificidad
mediante cualquiera de un nimero de medios. También pueden usarse procedimientos similares para analizar los anti-
cuerpos recombinantes producidos por la presentacion en fagos u otras tecnologias de seleccion in vitro. Los hibrido-
mas que producen anticuerpos monoclonales (o suero policlonal) también pueden tamizarse para determinar la unién
de los anticuerpos al inmundgeno. Las pruebas inmunoldgicas particularmente preferidas incluyen inmunoensayos
ligados a enzimas (ELISA), inmunotransferencia e inmunoprecipitacion (véase Voller, (1978) Diagnostic Horizons. 2:
1, Microbiological Associates Quarterly Publication, Walkersville, MD; Voller y cols. (1978) J. Clin. Pathol., 31: 507;
patente de Estados Unidos reespedida N.° 31.006; Patente del Reino Unido 2.019.408; Butler (1981) Methods Enzy-
mol., 73: 482; Maggio, E. (ed.), (1980) Enzyme Immunoassay, CRC Press, Boca Raton, FL) o radioinmunoensayos
(RIA) (Weintraub, B., Principles of radioimmunoassays, Seventh Training Course on Radioligand Assay Techniques,
The Endocrine Society, marzo de 1986, paginas 1-5, 46-49 y 68-78), todos para detectar la unién del anticuerpo al
inmundgeno contra el que se formé. Para un experto en la técnica serd obvio que o bien la molécula de anticuerpo
o el inmundgeno deben estar marcados para facilitar dicha deteccién. Las técnicas para marcar las moléculas de an-
ticuerpos son notorias para los expertos en la técnica (véase Harlour y Lane (1989) Antibodies, Cold Spring Harbor
Laboratory, paginas 1-726).

De forma alternativa, pueden usarse otras técnicas para detectar la unién al inmundgeno, confirmando asf la integri-
dad del anticuerpo que va a servir o bien como antigeno genérico o como antigeno diana de acuerdo con la invencion.
Estas incluyen procedimientos cromatograficos tales como SDS PAGE, enfoque isoeléctrico, transferencia Western,
HPLC y electroforesis capilar.

Los “anticuerpos” se definen en el presente documento como construcciones que usan la region de unién (variable)
de dichos anticuerpos, y otras modificaciones de los anticuerpos. De ese modo, un anticuerpo de utilidad en la inven-
cién puede comprender anticuerpos enteros, fragmentos de anticuerpos, agregados polifuncionales de anticuerpos, o
en general cualquier sustancia que comprenda uno o mds sitios de union especificos de un anticuerpo. Los fragmentos
de anticuerpos pueden ser fragmentos tales como fragmentos Fv, Fab y F(ab’), o cualquier derivado de los mismo,
tal como fragmentos Fv monocatenarios. Los anticuerpos o fragmentos de anticuerpos pueden ser no recombinantes,
recombinantes o humanizados. El anticuerpo puede ser de cualquier isotipo de inmunoglobulina, por ejemplo, IgG,
IgM, etc. Ademads, pueden usarse agregados, polimeros, derivados y conjugados de inmunoglobulinas o sus fragmentos
cuando sea apropiado.

La invencién se describe adicionalmente, con fines ilustrativos, en los siguientes ejemplos.
lones metdlicos como ligandos para la seleccion de polipéptidos

Tal como se ha indicado anteriormente, pueden usarse ligandos distintos de los anticuerpos en la seleccién de po-
lipéptidos de acuerdo con la invencién. Una de dichas categorias de ligando es la de los iones metdlicos. Por ejemplo,
se puede querer preseleccionar un repertorio para determinar la presencia de un marcador funcional de histidina (HIS)
usando una matriz Ni-NTA. La cromatografia por afinidad por metales (IMAC; Hubert y Porath (1980) J. Chroma-
tography, 98: 247) se aprovecha de las propiedades de unién a metales de los restos aminoacidicos de histidina y
cisteina, asi como de otros que pueden unirse metales, sobre las superficies expuestas de numerosas proteinas. Emplea
una resina, habitualmente agarosa, que comprende un quelante metdlico bidentado (por ejemplo dcido iminodiacético,
IDA, un grupo 4cido dicarboxilico) que estd complejado con iones metélicos; para generar una resina que porte iones
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metélicos de acuerdo con la invencidn, se mezcla agarosa/IDA con una sal metdlica (por ejemplo, CuCl, 2H,0), de
la que el IDA forma quelatos con los cationes divalentes. Una preparacién de agarosa/IDA disponible en el mercado
es “CHELATING SEPHAROSE 6B” (Pharmacia Fine Chemicals; Piscataway, NJ). Los iones metalicos que pueden
usarse incluyen, pero sin limitacion, los cationes divalentes Ni,,, Cu,,, Zn,, y Co,,. Se prepara un conjunto de molé-
culas polipeptidicas en un tamp6n de unién que estd constituido esencialmente por sal (habitualmente, NaCl o KCI) a
una concentracién de 0,1- a 1,0M y un ligando débil (tal como Tris 0 amoniaco), que tiene, este tltimo, afinidad por
los iones metdlicos de la resina, pero a un grado menor que un polipéptido a seleccionar de acuerdo con la invencion.
Las concentraciones ttiles del ligando débil varfan desde 0,01- a 0,1M en el tampén de unidn.

El conjunto de polipéptidos se pone en contacto con la resina en condiciones que permiten unirse a los polipéptidos
que tienen dominios de unién a metales (véase mas adelante); después se eliminan las impurezas por lavado, los
polipéptidos seleccionados se eluyen con un tampdn en el que hay presente un ligando débil en una concentracién
mayor que en el tampén de unidn, especificamente a una concentracién suficiente para que el ligando débil desplace
a los polipéptidos seleccionados, a pesar de su menor afinidad de unién por los iones metalicos. Las concentraciones
utiles del ligando débil en el tampdn de elucién son de 10 a 50 veces mayores que en el tampdn de unién, habitualmente
de 0,1 a 0,3 M; obsérvese que la concentracion de sal en el tamp6n de elucién es igual a la del tampdn de unién. De
acuerdo con los procedimientos de la presente invencidn, los iones metélicos de la resina habitualmente funcionan
como ligando genérico; sin embargo, se contempla que también pueden usarse como ligando diana.

La IMAC se realiza usando un aparato de cromatografia estindar (columnas, a través de las cuales el tampdn es
arrastrado por la gravedad, por vacio o por presion); de forma alternativa, se emplea un procedimiento de lotes grandes,
en el que la resina que porta metales se mezcla, en forma de suspension, con el conjunto de polipéptidos del que deben
seleccionarse los miembros de un repertorio de la invencién.

Se ha descrito la purificacién parcial de proteina T4 en suero por IMAC (Staples y cols., patente de Estados Unidos
n.° 5.169.936); sin embargo, el amplio espectro de proteinas que comprenden dominios de unién a metales expuestos
en la superficie también engloba otras proteinas T4 solubles, proteinas serosas humanas (por ejemplo IgG, haptoglobi-
na, hemopexina, Ge-globulina, Clg, C3, C4), desmoplasmina humana, lectina de Dolichos biflorus, Tyr(P) fosfatasas
inhibidas por cinc, fenolasa, isoenzimas de carboxypeptidasa, superéxido dismutasas de Cu,Zn (que incluyen las de
seres humanos y todos los otros eucariotas), nucledsido difosfatasa, interferén leucocitario, lactoferrina, glucoproteina
a,-SH plasmética humana, macroglobulina 3,, antitripsina «;, activador de plasmindgeno, polipéptidos gastrointes-
tinales, pepsina, albimina serosa humana y bovina, proteinas granulociticas de los granulocitos, lisozimas, proteinas
distintas de histonas, fibrindgeno humano, transferrina serosa humana, linfotoxina humana, calmodulina, proteina A,
avidina, mioglobinas, somatomedinas, hormona del crecimiento humana, factores de crecimiento transformantes, fac-
tor de crecimiento derivado de plaquetas, polipéptido natriurético auricular & humano, cardiodilatina y otros. Ademas,
usando IMAC pueden purificarse secuencias del dominio extracelular de proteinas unidas a la membrana. Obsérvese
que pueden producirse los repertorios que comprenden cualquiera de las proteinas o variantes que se unen a metales
anteriores de acuerdo con los procedimientos de la invencion.

Tras la elucidn, los polipéptidos seleccionados se eliminan del tampdn de unién de metales y se introducen en
un tampdn apropiado para su siguiente uso. Si se han usado los iones metélicos para generar un primer conjunto de
polipéptidos seleccionados de acuerdo con la invencidn, las moléculas de ese conjunto se introducen en un tamp6n que
se optimiza por su unién al segundo ligando a utilizar en la seleccion de los miembros del repertorio de polipéptidos
funcional. Si en vez de eso, el metal se usa en la segunda etapa de seleccidn, los polipéptidos del repertorio se transfie-
ren a un tampdén adecuado o al almacén (por ejemplo un tampén de glicina al 0,5%) o el uso para el que se pretenden.
Dichos tampones incluyen, pero sin limitacién: agua, disolventes organicos, mezclas de agua y disolventes organicos
miscibles en agua, tapones salinos fisiolégicos y tampones de unién de proteina/dcido nucleico o proteina/proteina. De
forma alternativa, las moléculas polipeptidicas pueden deshidratarse (es decir mediante liofilizacién) o inmovilizarse
sobre un s6lido o semisdlido, tal como una membrana de filtracién de nitrocelulosa o nylon o una matriz de gel (es
decir de agarosa o poliacrilamida) o reticularse a una resina de cromatografia.

Las moléculas de polipéptido pueden eliminarse del tampén de elucidon mediante cualquiera de un ndmero de pro-
cedimientos conocidos en la técnica. El eluido polipeptidico puede dializarse con agua u otra solucién elegida; si los
polipéptidos van a liofilizarse, se usa agua a la que se han afiadido inhibidores de proteasas (por ejemplo pepstati-
na, aprotinina, leupeptina, u otros). De forma alternativa, la muestra puede someterse a precipitacién con sulfato de
amonio, que es notorio en la técnica, antes de la resuspension en el medio elegido.

Uso de polipéptidos seleccionados de acuerdo con la invencion

Los polipéptidos seleccionados de acuerdo con el procedimiento de la presente invencién pueden emplearse sus-
tancialmente en cualquier procedimiento que suponga la unién entre ligando y polipéptido, que incluye aplicaciones
terapéuticas y profildcticas in vivo, aplicaciones de diagnéstico in vitro e in vivo, aplicaciones de ensayo y reactivo
in vitro, y similares. Por ejemplo, en el caso de los anticuerpos, pueden usarse moléculas de anticuerpos en técnicas
de ensayo con base de anticuerpos, tales como técnicas de ELISA, de acuerdo con procedimientos conocidos por los
expertos en la técnica.

Tal como se ha aludido anteriormente, las moléculas seleccionadas de acuerdo con la invencién pueden usarse
en procedimientos de diagndstico, profilacticos y terapéuticos. Por ejemplo, pueden ensayarse variantes enzimaticas
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generadas y seleccionadas mediante estos procedimientos para determinar la actividad, o in vitro o in vivo usando
técnicas notorias en la técnica, por las que se incuban con moléculas de sustrato candidatas y se analiza la conversién
de sustrato en producto. Los receptores de la superficie celular o las moléculas de adhesion pueden expresarse en
células cultivadas que después se analizan para determinar su capacidad de responder a estimulos bioquimicos o para
determinar su afinidad a otros tipos celulares que expresan moléculas en la superficie celular a las que seria de esperar
que se unieran las moléculas de adhesion no diversificadas, respectivamente. Los polipéptidos de anticuerpos seleccio-
nados de acuerdo con la invencion se usan en diagndstico mediante andlisis por Western y en la deteccién de proteinas
in sito mediante procedimientos inmunohistoquimicos estdndar; para usar en estas aplicaciones, los anticuerpos de
un repertorio seleccionado pueden marcarse de acuerdo con técnicas conocidas en la técnica. Ademds, dichos poli-
péptidos de anticuerpos pueden usarse de forma preparativa en procedimientos de cromatografia por afinidad, cuando
estdn complejados sobre un soporte cromatografico, tal como una resina. Todas dichas técnicas son notorias para una
persona de experiencia en la técnica.

Los usos terapéuticos y profilacticos de las proteinas preparadas de acuerdo con la invencién implican la adminis-
tracion de polipéptidos seleccionados de acuerdo con la invencién a un receptor mamifero, tal como un ser humano.
De uso particular en este aspecto son anticuerpos, otros receptores (que incluyen, pero sin limitacién receptores de
linfocitos T) y en el caso en el que se haya usado un anticuerpo o receptor como ligando genérico o diana, proteinas
que se unen a ellos.

Se prefieren los anticuerpos o proteinas que se unen a ellos sustancialmente puros de una homogeneidad de al
menos 90 a 95% para la administracién a un mamifero, y se prefiere mas una homogeneidad del 98 a 99% o mas
para usos farmacéuticos, especialmente cuando el mamifero es un ser humano. Una vez purificados, parcialmen-
te o a homogeneidad, segtin se desee, los polipéptidos seleccionados pueden usarse en diagndstico o terapia (que
incluye de forma extracorpdrea) o para desarrollar y realizar procedimientos de ensayos, tinciones inmunofluores-
centes y similares (Lefkovite y Pernis, (1979 y 1981) Immunological Methods, Volimenes I y II, Academic Press,
NY).

Los anticuerpos seleccionados o proteinas de unién de los mismos de la presente invencidn habitualmente en-
contrardn uso en la prevencién, supresion o tratamiento de estados de inflamacion, hipersensibilidad alérgica, cancer,
infeccion bacteriana o virica, y trastornos autoinmunitarios (que incluyen, pero sin limitacién, diabetes de tipo I,
esclerosis multiple, artritis reumatoide, lupus eritematoso sistémico, enfermedad de Crohn y miastenia grave).

En la presente solicitud de patente, el término “prevencién” implica la administracién de la composicién protectora
antes de la induccién de la enfermedad. “Supresion” se refiere a la administracién de la composicién después de un
evento inductivo, pero antes de la aparicion clinica de la enfermedad. “Tratamiento” implica la administracién de la
composicién protectora después de que los sintomas de la enfermedad se hayan manifestado.

Hay disponibles sistemas de modelos animales que pueden usarse para tamizar la eficacia de los anticuerpos o
proteinas de unién de los mismos en la proteccién o tratamiento de la enfermedad. Los procedimientos para analizar
el lupus eritematoso sistémico (SLE) en los ratones susceptible son conocidos en la técnica (Knight y cols. (1978) J.
Exp. Med., 147: 1653; Reinersten y cols. (1978) New Eng. J. Med., 299: 515). La miastenia grave (MG) se analiza en
ratones SJL/J hembra induciendo la enfermedad con proteina AchR soluble de otra especie (Lindstrom y cols. (1988)
Adv. Immunol., 42: 233). La artritis se induce en una cepa de ratones susceptible mediante inyeccion de coldgeno de
tipo II (Stuart y cols. (1984) Ann. Rev. Immunol., 42: 233). Se ha descrito un modelo por el que se induce la artritis
adyuvante en ratas susceptibles mediante inyeccion de la proteina de choque término de micobacterias (Van Eden y
cols. (1988) Nature, 331: 171). La tiroiditis se induce en ratones mediante la administracién de tiroglobulina tal como
se ha descrito (Maron y cols. (1980) J. Exp. Med., 152: 1115). La diabetes mellitus insulinodependiente (IDDM) se
produce de forma natural o puede inducirse en ciertas cepas de ratones tal como las descritas por Kanasawa y cols.
(1984) Diabetologia. 27: 113. EAE en ratones y ratas sirve de modelo de MS en los seres humanos. En este modelo, la
enfermedad desmielinizante se induce mediante la administracion de proteina basica de mielina (véase Paterson (1986)
Textbook of Immunopathology, Mischer y cols., ed., Grune y Stratton, Nueva York, paginas 179-213: McFarlin y cols.
(1973) Science, 179: 478: y Satoh y cols. (1987) J. Immunol., 138: 179).

También pueden usarse los anticuerpos seleccionados, receptores (que incluyen, pero sin limitacion receptores de
linfocitos T) o las proteinas de unién de los mismos de la presente invencién combinados con otros anticuerpos, de
forma particular anticuerpos monoclonales (MAb) reactivos con otros marcadores de las células humanas responsables
de la enfermedad. Por ejemplo, los marcadores de linfocitos T adecuados pueden incluir los agrupados en los denomi-
nados “Clusteres de diferenciacién”, como los se han denominado en The First International Leukocyte Differentiation
Workshop (Bernhard y cols. (1984) Leukocyte Typing, Springer Verlag. NY).

En general, los presentes anticuerpos seleccionados, receptores o proteinas de unién se utilizaran en forma purifi-
cada junto con vehiculos farmacolégicamente apropiados. Habitualmente, estos vehiculos incluyen soluciones, emul-
siones o suspensiones, acuosas o de alcohol/agua, que cualquiera incluye medio salino y/o tamponado. Los vehiculos
parenterales incluyen solucién de cloruro sédico, dextrosa de Ringer, dextrosa y cloruro sddico y solucion de lactato
de Ringer. Los adyuvantes fisiol6gicamente adecuados, si fuera necesario para mantener un complejo de polipéptidos
en suspension, pueden elegirse a partir de espesantes tales como carboximetilcelulosa, polivinilpirrolidona, gelatina
y alginatos. Los vehiculos intravenosos incluyen reponedores de liquidos y nutrientes y reponedores de electrolitos,
tales como los de base de dextrosa de Ringer. También puede haber presentes conservantes y otros aditivos, tales como
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antimicrobianos, antioxidantes, agentes quelantes y gases inertes (Mack (1982) Remington’s Pharmaceutical Sciences,
16 Edicidn).

Los polipéptidos seleccionados de la presente invencidn pueden usarse como composiciones que se administran
por separado o junto con otros agentes. Estos pueden incluir diversos farmacos inmunoterapéuticos, tales como ci-
closporina, metotrexato, adriamicina o cisplatino, e inmunotoxinas. Las composiciones farmacéuticas pueden incluir
“cocteles” de diversos agentes citotdxicos u otros junto con los anticuerpos seleccionados, receptores o proteinas de
uni6n de los mismos de la presente invencidn, o incluso combinaciones de polipéptidos seleccionados de acuerdo con
la presente invencidn que tienen diferentes especificidades, tales como polipéptidos seleccionados usando diferentes
ligandos diana, hayan sido combinados o no antes de la administracién.

La via de administracién de composiciones farmacéuticas de acuerdo con la invencién puede ser cualquiera de las
conocidas cominmente por las personas de experiencia ordinaria en la técnica. Para la terapia, que incluye sin limi-
tacién inmunoterapia, los anticuerpos seleccionados, receptores o proteinas de unién de los mismos de la invencién
pueden administrarse a cualquier paciente de acuerdo con técnicas estdndar. La administracién puede ser por cual-
quier modo apropiado, que incluye via parenteral, intravenosa, intramuscular, intraperitoneal, transdérmica, por via
pulmonar, o también, de forma apropiada por infusidn directa con un catéter. La dosis y frecuencia de administracién
dependera de la edad, sexo y estado del paciente, de la administracién concurrente de otros fairmacos, contraindicacio-
nes y otros pardmetros a tomar en cuenta por el clinico.

Los polipéptidos seleccionados de esta invencion pueden liofilizarse para su almacenamiento y reconstituirse en un
vehiculo adecuado antes de su uso. Se ha demostrado que esta técnica es eficaz con inmunoglobulinas convencionales
y pueden emplearse técnicas de liofilizacion y reconstitucion conocidas en la técnica. Los expertos en la técnica
apreciaran que la liofilizacién y la reconstitucién pueden provocar grados variables de pérdida de la actividad de los
anticuerpo (por ejemplo con inmunoglobulinas convencionales, los anticuerpos de IgM tienden a tener una mayor
pérdida de actividad que los anticuerpos de IgG) y que los niveles de uso pueden tener que ajustarse al alza para
compensar.

Las composiciones que contienen los presentes polipéptidos seleccionados o un céctel de los mismos pueden admi-
nistrarse para tratamientos profildcticos y/o terapéuticos. En ciertas aplicaciones terapéuticas, una cantidad adecuada
para lograr una inhibicién, supresién modulacién, muerte, o algiin otro pardmetro cuantificable al menos parcial de
una poblacién de células seleccionadas se define como una “dosis terapéuticamente eficaz”. Las cantidades necesarias
para lograr esta dosis dependerdn de la gravedad de la enfermedad y del estado general del sistema inmunitario del
propio paciente, pero generalmente variard de 0,005 a 5,0 mg de anticuerpo seleccionado, receptor (por ejemplo un
receptor de linfocito T) o proteina de unién del mimo por kilogramo de pero corporal, siendo mds habitual el uso de
dosis de 0,05 a 2.0 mg/kg/dosis. Para las aplicaciones profilcticas, las composiciones que contienen los presentes
polipéptidos seleccionados o cécteles de los mismos también pueden administrarse en dosis similares o ligeramente
menores.

Una composicién que contiene un polipéptido seleccionado de acuerdo con la presente invencién puede utilizarse
en entornos profilacticos y terapéuticos para ayudar a la alteracidn, inactivacién, muerte o eliminacién de una po-
blacién de células diana seleccionada en un mamifero. Ademads, los repertorios de polipéptidos seleccionados que se
describen en el presente documento pueden usarse de forma extracorpdrea o in vitro selectivamente para matar, mer-
mar o eliminar de otro modo de forma eficaz una poblacién de células diana de una coleccion de células heterogénea.
La sangre de un mamifero puede combinarse de forma extracorpdrea con los anticuerpos seleccionados, receptores de
la superficie celular o proteinas de unién de los mismos mediante lo cual las células no deseadas se exterminan o se
eliminan por otros medios de la sangre para devolverlas al mamifero de acuerdo con técnicas estdndar.

La invencion se describe adicionalmente, con fines ilustrativos, en los siguientes ejemplos.
Ejemplo 1
Diserio de la coleccion de anticuerpos

A. Conformacion de las cadenas principales

Para cinco de los seis bucles de unién de antigenos de los anticuerpos humanos (L1, L2, L3, H1 y H2) hay un
nimero limitado de conformaciones de las cadenas principales, o estructuras canénicas ((Chothia y cols. (1992) J.
Mol. Biol., 227: 799; Tomlinson y cols. (1995) EMBO J., 14: 4628; Williams y cols. (1996) J. Mol. Biol., 264: 220).
Se usa la conformacién mds popular de las cadenas principales para cada uno de estos bucles proporcionando una
unica conformacién de las cadenas principales conocida de acuerdo con la invencién. Estas son: HI - CS 1 (79%
del repertorio expresado), H2 - CS 3 (46%), L1 - CS 2 de L1 - CS 2 de V, (39%), L2 - CS 1 (100%), L3 - CS 1
cd V, (36%). El bucle H3 forma un niimero limitado de conformaciones de las cadenas principales para longitudes
de los bucles cortas (Martin y cols. (1996) J. Mol. Biol., 263: 800; Shirai y cols. (1996) FEBS Letters, 399: 1). De
ese modo, cuando el H3 tiene una longitud de CDR3 (segtn definen Kabat y cols. (1991). Sequences of proteins
of immunological interest, U.S. Department of Health and Human Services) de siete restos y tiene un resto lisina o
arginina en la posiciéon H94 y un resto aspartato en la posiciéon H101, se forma un puente salino entre estos dos restos y
en la mayoria de los casos es probable que se de una tnica conformacion de las cadenas principales. Existen al menos
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16 secuencias de anticuerpos humanos en la coleccién de datos de EMBL con la longitud de H3 y los restos clave
necesarios para formar esta conformacién y al menos dos estructuras cristalograficas en el banco de datos de proteina
que pueden usarse como base para modelar anticuerpos (2cgr y Itet).

En este caso, los segmentos de genes de la linea germinal expresados con mayor frecuencia que codifican las
longitudes de los bucles deseadas y restos clave para producir las combinaciones de estructuras candnicas requeridas
son el segmento 3-23 de Vy (DP-47), el segmento de JH JH4b, el segmento de V, 02/012 (DPK9) y el segmento
de J, J,1. Estos segmentos pueden usarse por lo tanto combinados como base para construir una coleccién con la
conformacién tnica de las cadenas principales deseada. El segmento V,02/012 (DPK9) es miembro de la familia de
V, 1y por lo tanto se unira al superantigeno Proteina L. El segmento Vy 3-23 (DP-47) a miembro de la familia de V3
y por lo tanto deberia unirse al superantigeno Proteina A, que después puede usarse como ligando genérico.

B. Seleccion de posiciones para su variacion

El andlisis de las secuencias Vy y V, humanas indica que las posiciones mds diversas del repertorio maduro son
las que forman el mayor nimero de contactos con los antigenos (véase Tomlinson y cols., (1996) J. Mol. Biol., 256:
813; Figura 1). Estas posiciones forman el sitio de unién de antigenos funcional y son por lo tanto seleccionadas
para diversificacion de las cadenas laterales (Figura 2). H54 es un resto clave y apunta hacia afuera del sitio de unién
de antigenos de la estructura canénica 3 de H2 elegida (la diversidad que se observa en esta posicion se debe a las
estructuras canénicas 1, 2 y 4 en las que H54 apunta al sitio de unioén). En este caso se diversifica H55 (que apunta
hacia el sitio de unién). La diversidad en estas posiciones se crea o mediante diversidad de la linea germinal o de
uniones en el repertorio primario o por hipermutacién somatica (Tomlinson y cols., (1996) J. Mol. Biol., 256: 813;
Figura 1). Por lo tanto se variaron dos subconjuntos diferentes de restos en el sitio de unién de antigenos para crear dos
formatos de coleccion diferentes. En la coleccidn “primaria”, los restos seleccionados para su variacion son de H2, H3,
L2 y L3 (la diversidad en estos bucles se debe principalmente a la diversidad de la linea germinal o de las uniones).
Las posiciones que se varian en esta coleccion son: H50, H52, H52a, H53, HS55, H56, H58, H95, H96, H97, H98, L50,
L53, 191, 192, L.93, .94 y L96 (18 restos en total, Figura 2). En la coleccion “somadtica”, los restos seleccionados
para su variacion son de H1, H3, L1 y el final de L3 (la diversidad aqui se debe principalmente a la hipermutacién
somatica o diversidad de las uniones). Las posiciones que se varian en esta coleccidn son: H31, H33, H35, H95, H96,
H97, H98, L30, L31, L32, L34 y L96 (12 restos en total, Figura 2).

C. Seleccion de uso de aminodcidos en las posiciones a variar

La diversidad de las cadenas laterales se introduce en las colecciones “primaria” y “somdtica” mediante incorpo-
racion o del codén NNK (que codifica los 20 aminoacidos, que incluyen los codones de terminacién TAG, pero no los
codones de terminacién TGA y TAA) o el codén DVT (que codifica 22% de serina y 11% de tirosina, asparragina,
glicina, alanina, aspartato, treonina y cisteina y usando degeneracién unica, doble, triple y cuddruple en proporcio-
nes iguales en cada posicién, imitan muy bien la distribucién de los restos aminoacidicos para los sitios de unién de
antigenos de los anticuerpos humanos naturales).

Ejemplo 2
Construccion de colecciones y seleccion con los ligandos genéricos

Las colecciones “primaria” y “somdtica” se ensamblaron por PCR usando los oligonucleétidos que se enumeran
en la Tabla 1 y los segmentos de genes V de la linea germinal DPK9 (Cox y cols. (1994) Eur. J. Immunol., 24: 827) y
DP-47 (Tomlinson y cols. (1992) J. Mol. Biol., 227: 7768). En resumen, se realizé una primera tanda de amplificacién
usando pares de cebadores (inversos) 5° junto con NNK o cebadores (directos) 3’ de DVT junto con el correspondiente
segmento del gen V de la linea germinal como sonda (véase la Tabla 1). Esto produce ocho fragmentos de ADN
separados para cada una de las colecciones NNK y DVT. Después se realiz6 una segunda tanda de amplificacién
usando los cebadores (inversos) 5’ y los cebadores (directos) 3’ que se muestran en la Tabla 1 junto con dos de los
fragmentos purificados de la primera tanda de amplificacién. Esto produce cuatro fragmentos distintos para cada una
de las colecciones NNK y DVT (un fragmento de Vy “primaria”, 5A; un fragmento de V, “primaria” 6A; un fragmento
de Vy “somdtica”, 5B; y un fragmento de V, “somdtica”, 6B).

Cada uno de estos fragmentos se corté y después se ligd en pCLEANVH (para los fragmentos de Vy) o
pCLEANVK (para los fragmentos de V,) que contienen dominios Vi y V, falsos, respectivamente en una de pHEN1
que no contiene ningin codén TAG ni marcadores peptidicos (Hoogenboom & Winter (1992) J. Mol. Biol., 227: 381).
Las ligaciones después se electroporaron en la cepa de E. coli. no supresora HB2151. Se produjeron fagos de cada una
de estas colecciones y se seleccionaron por separado usando inmunotubos recubiertos con 10 pg/ml de los ligandos
genéricos Proteina A y Proteina L para las colecciones de Vi y V,, respectivamente. Después se prepar6 ADN de
E. coli. infectado con fagos seleccionados y se cortd de forma que los insertos de V, falsos se reemplazaron por las
colecciones de V correspondientes. La electroporacion de estas colecciones produce los siguientes tamafios de las
colecciones de insertos: 9,21 x 108 (NNK “primaria”), 5,57 x 10® (DVT “primaria”), 1,00 x 10° (NNK “somadtica”) y
2,38 x 10® (DVT “somitica”). Como control para la preseleccion, se crearon cuatro colecciones adicionales pero sin
seleccionar con los ligandos genéricos Proteina A y Proteina L: los tamafios de las coleccion de insertos para estas
colecciones eran de 1,29 x 10° (NNK “primaria”), 2,40 x 10% (DVT “primaria”), 1,16 x 10° (NNK “somdtica”) y 2,17
x 10® (DVT “somatica”).
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Para verificar el éxito de la etapa de preseleccion, se cloné ADN de las colecciones NNK “primaria” seleccionadas
y no seleccionadas en un vector de expresion de base pUC y se electroporaron en clones HB2151 96 se escogieron
aleatoriamente de cada coleccidn reclonada y se indujeron para la expresion de fragmentos ScFv solubles. La produc-
cién de scFv funcionales se ensaya mediante ELISA usando Proteina L para capturar el scFv y después conjugado
de Proteina A-HRP para detectar la uniéon. Unicamente los scFv que expresan los dominios Vy y V, funcionales (sin
cambios de marco, codones de terminacién, mutaciones de plegamiento o expresion) producirdn una sefial usando
este ensayo. El nimero de anticuerpos funcionales en cada coleccion (sefiales ELISA por encima del nivel de ruido
de fondo) era del 5% con la coleccién de NNK “primaria” no seleccionada y 75% con la version seleccionada de la
misma (Figura 3). La secuenciacion de los clones que daban negativo en el ensayo confirmé la presencia de cambios
de marco, codones de terminacién, mutaciones por PCR en restos criticos de la region estructural y aminoacidos en el
sitio de unidén de antigenos que deben evitar el plegamiento y/o expresion.

Ejemplo 3
Seleccion de colecciones contra ligandos diana

Las colecciones NNK “primaria” y “somatica” (sin preseleccion) se seleccionaron por separado usando cinco anti-
genos (ubiquitina bovina, BIP de rata, histona de rata, NIP-BSA y ovolisozima de gallina) que recubrian inmunotubos
a diversas concentraciones. Después de 2-4 tandas de seleccidn, se obtuvieron anticuerpos muy especificos contra to-
dos los antigenos excepto la ovolisozima de gallina. Los clones se seleccionaron aleatoriamente para su secuenciacién
demostrando una variedad de anticuerpos contra cada antigeno (Figura 4).

En la segunda fase, se mezclaron fagos de las colecciones NNK y DVT preseleccionadas 1:1 creando una tnica co-
leccién “primaria” y una tnica coleccidn “somatica”. Estas colecciones después se seleccionaron por separado usando
siete antigenos (FITC-BSA, leptina humana, tiroglobulina humana, BSA, ovolisozima de gallina, IgG murina e IgG
humana) que recubrian inmunotubos a diversas concentraciones. Después de 2-4 tandas de seleccién, se obtuvieron
anticuerpos muy especificos contra todos los antigenos incluida la ovolisozima de gallina que no produjo positivos en
la anterior fase de seleccidn usando la colecciones que no habian sido preseleccionadas usando el ligando genérico.
Los clones se seleccionaron aleatoriamente para su secuenciacién demostrando una variedad de anticuerpos diferentes
contra cada antigeno (Figura 4).

Ejemplo 4
Efecto de la preseleccion sobre la expresion de scFv'y sobre la produccion de fagos que portan scFv

Para verificar adicionalmente el resultado de la preseleccién, se clona ADN las colecciones DVT “primaria” no
seleccionadas y preseleccionadas en un vector de expresion con base de pUC y se electroporaron en HB2151, propor-
cionando 10° clones en ambos casos. Se escogen 96 clones de forma aleatoria de cada coleccién reclonada y se induce
la expresion de fragmentos ScFv solubles. Se vuelve a ensayar la produccién de scFv funcionales usando Protefna L
para capturar el scFv seguido del uso de Proteina A-HRP para detectar el scFv unido. El porcentaje de anticuerpos
funcionales de cada coleccién es de 35,4% (no seleccionadas) y 84,4% (preseleccionadas) lo que indica un aumento
de 2,4 veces del nimero de miembros funcionales como resultado de la preseleccion con Proteina A y Proteina L (el
aumento es menos pronunciado que con la coleccién NNK equivalente dado que el codén DVT no codifica el codén
de terminacién TAG. En la colecciéon NNK no seleccionada, la presencia de un codén de terminacién TAG en una
cepa no supresora tal como HB2151 provocard terminacién y por lo tanto evitard la expresién de scFv funcionales.
La preseleccién de la colecciéon NNK elimina los clones que contienen codones de terminacién TAG produciendo una
coleccidn en la que una elevada proporcién de miembros expresan scFv soluble).

Para evaluar el efecto de la preseleccion de la coleccion DVT “primaria” sobre la expresion total de scFv, se
inducen las colecciones no seleccionadas y preseleccionadas reclonadas (que contenfan cada una 10° clones en un
vector de expresion con base de pUC) para la expresion policlonal de fragmentos ScFv. Después se determina la
concentracion de scFv expresados en el sobrenadante incubando diluciones de dos veces (columnas 1 -12 de la Figura
5a) de los sobrenadantes sobre una placa ELISA recubierta con Proteina L, seguida de la deteccién con Proteina A-
HRP. Se ensayan ScFv de concentracidén conocida en paralelo para cuantificar los niveles de expresion de scFv en las
colecciones DVT no seleccionadas y preseleccionadas. Estos se usan para representar una curva de patrones (Figura
5b) y a partir de esto se calculan los niveles de expresion de las colecciones DVT “primarias” no seleccionadas y
preseleccionadas a 12,9 pug/ml y 67,1 ug/ml respectivamente es decir un aumento de 5,2 veces en la expresion debido
a la preseleccién con Proteina A y Proteina L.

Para evaluar la cantidad de fago que portan scFv, se cultivan las colecciones DVT “primarias” no seleccionadas
y preseleccionadas y se producen fagos policlonales. Se procesan volimenes iguales de fagos de las dos colecciones
en condiciones desnaturlizantes en un gel Bis-Tris NuPAGE al 4-12% con tampén de procesamiento MES. El gel
resultante se somete a transferencia Western, se sonda usando un anticuerpo contra plIl y se expone a una pelicula
de rayos X (Figura 6). La banda inferior en cada caso corresponde a una proteina plll sola, mientras que la banda
superior contiene la proteina de fusion pIll-scFv. La cuantificacién de las intensidades de las bandas usando el paquete
de programas NIH image indica que la preseleccién produce un aumento de 11,8 veces de la cantidad de proteina de
fusion presente en el fago. De hecho, el 43% de la plII total en el fago preseleccionado existe en forma de fusion de
pIII-scFv, lo que sugiere que la mayoria de las particulas de fagos tendran al menos un scFv presentado en la superficie.

25



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 321 566 T3

Por lo tanto, no sélo la preseleccién usando ligandos genéricos permite el enriquecimiento de miembros funciona-
les de un repertorio sino que también produce una seleccion preferencial de los miembros que estdn bien expresados y
(si fuera necesario) pueden provocar un gran nivel de presentacion en la superficie de fagos sin ser escindidos por las
proteasas bacterianas.

TABLA 1

Cebadores de PCR para el ensamblaje de colecciones de anticuerpos “primarias” y “somdticas”

1? tanda de ampilificacion

Sonda
1A DP-41 &' cebador (inverso) GAGGTCCAGCTGTTGGAGT
DVT 3' cebador (directo)
GCCCTTCACGGAGTCTCCGTAMRRTGMNNMRACCMNNMNNMNNAATMNNTGAGACCCACT
CCAGCCC
NNK 3' cebador (directo)
TABHTGACACCCACTCCACCCCGCCCTTCACGGACTCTGCGTAABHTGTABHABHACCABHA
BHAA
2A DP-47 5" cebador (inverso) DVT 3'CGCAGACTCCGTGAAGGGC
cebador (directo)
TCCCTGGCCCCAGTAGTCAAAMNNHNNMHNNMNNTTTCGCACAGTAATATACGG
NNK 3’ cebador (directo)
TCCGTGGCCCCAGTAGTCAAAABHABHABHABHTTTCGCACAGTAATATACGG
3A DPK9 &' cebador (inverso) GACATCCAGATGACCCAGTC
DVT 3’ cebador (directo)
ATGGGACCCCACTTTGCAAMNNGGATGCMNNATAGATCAGGAGCTTAGGGG
NNK 3’ cebador (directo)
ATGGGACCCCACTTTGCAAABHGGATGCABHATAGATCAGGAGCTTAGCCG
4A DPK9 5’ cebador (inverso)’ TTGCAAAGTGGGGTCCCAT
DVT 3 cebador (directo)
CTTGGTCCCTTGGCCGAACGTMNNAGGMNNMNNMNNMNNCTGTTGACAGTAGTAAGTTGC
NNK 3’ cebador (directo)
CTTGGTCCCTTGGCCGAACGTABNAGGABHABHABHABHCTGTTGACAGTAGTAAGTTGC
1B DP-47 5 cebador (inverso) GAGGTGCAGCTGTTGGAGTC
DVT 3’ cebador (directo)
CTGGAGCCTCGCGGACCCAMNNCATNNMATAMNNGCTAAAGGTGAATCCAGAG
NNK 3' cebador (directo)
CTGGAGCCTGGCGGACCCAABHCATABHATAABHGCTAAAGGTGAATCCAGAG
2B DP-47 5" cebador (inverso) TGGGTCCGCCAGGCTCCAG
DVT 3’ cebador (directo)
TCCCTGGCCCCAGTAGTCAAAMNNMNNMNNMNNTTTCGTAATATACGG
NNK 3’ cebador (directo)
TCCCTGGCCCCAGTAGTCAAAABHABHABHABHTTTCGCACAGTAATATACGG
3B DPK9 5’ cebador (inverso) GACATCCAGATGACCCAGTC
DVT 3' cebador (directo)
CTGGTTTCTGCTGATACCAMNNTAAMNNMNNMNNAATGCTCTGACTTGCCCGG
NNK 3' cebador (directo)
CTGGTTTCTGCTGATACCAABHTAAABHABHABHAATGCTCTGACTTGCCCGG
4B DPK9 5' cebador (inverso) TGGTATCAGCAGAAACCAGGG

DVT 3’ cebador (directo)

CTTGGTCCCTTGGCCGAACGTMNNAGGGGTACTGTAACTCTGTTGACAGTACTAAGTTGC
NNK 3’ cebador (directo)

CTTGGTCCCTTGGCCGAACGTABHAGGGGTACTCTAACTCTGTTGACAGTAGTAAGTTGC
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2% tanda de amplificacidn

5A

BA

Sonda

1A/2A 5’ cebador (inverso)
GTCCTCGCAACTCCCGCCCAGCCGGCCATGGCCGAGGTGCAGCTGTTGGAGTC

3’ cebador (directo)
GAACCGCCTCCACCGCTCGAGACGGTCACCAGGGTTCCCTGGCCCCAGTAGCTCAAA
3A/4A 5’ cebador (inverso)
ACCGGTGGAGGGGTTCAGGCGGAGGTGGCAGCGGCGGTGGCGGGTCGACGGACATCCAG

ATGACCCAGTC

5B

3’ cebador (directo)
GAGTCATTCTCGACTTGCGCCGCCCGTTITGATTTCCACCTTGGTCCCTTGGCCGAACG
1B/2B 5’ cebador (inverso)
GTCCTCGCAACTGCGGCCCAGCCGGCCATGGAAGAGGTGCAGCTGTTGGAGTC

3’ cebador (directo)
GAACCGCCTCCACCGCTCGAGACGGTGACCAGGGTTCCCTGGCGAACCGCCCAGTAGTCA

AATCAM

6B

3B/4B 5' cebador (inverso)
AGCGGTGGAGGCGGTTCAGGCGGAGGTGGCAGCGGTGGCGGGTCGACGGACATCCAGAT

GACCCAGTC

3’ cebador (directo)
GAGTCATTCTCGACTTGCGGCCGCCCGTTTGATTTCCACCTTGGTCCCTTGGCCGAACG
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REIVINDICACIONES

1. Una coleccién indiferenciada de polipéptidos de anticuerpos humanos, en la que todos los miembros funcio-
nales comprenden un dominio Vi que comprende un bucle hipervariable que tiene la estructura canénica del bucle
hipervariable H1 codificada por el segmento DP-47 del gen Vy de la linea germinal humana, en la que dicho bucle se
diversifica cambiando dicho bucle en una o mds posiciones que se seleccionan a partir del grupo constituido por H31,
H33 y H35.

2. Una coleccién indiferenciada de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que dicho bucle esta cambiado en cada
una de las posiciones H31, H33 y H35.

3. La coleccidn de la reivindicacion 1 o de la reivindicacion 2 en la que los dominios Vy ademds comprenden un
bucle hipervariable que tiene la estructura canénica del bucle hipervariable H2 codificado por el segmento DP-47 del
gen Vy de la linea germinal humana.

4. Una coleccién de polipéptidos de anticuerpos, en la que los miembros funcionales comprenden un domino
V., comprendiendo dicho dominio un bucle hipervariable que tiene la estructura candnica del bucle hipervariable L1
codificado por el segmento DPK9 del gen V de la linea germinal humana, en la que uno o mds de dichos bucles
hipervariables se diversifica cambiando uno o mds de dichos bucles hipervariables en una o mas posiciones durante lo
cual el aminodcido residente es reemplazado por un aminoécido diferente.

5. La coleccién de la reivindicacién 4 en la que los dominios V| ademds comprenden un bucle hipervariable
que tiene la estructura canénica del bucle hipervariable L2 codificada por el segmento DPK9 del gen Vy de la linea
germinal humana.

6. La coleccidn de la reivindicacion 4, en la que dicho bucle hipervariable se diversifica cambiando dicho bucle en
una o mds posiciones que se seleccionan a partir del grupo constituido por L30, L31, L32 y L34.

7. La coleccidn de la reivindicacion 5, en la que dicho bucle se diversifica cambiando dicho bucle en una o mas
posiciones que se seleccionan a partir del grupo constituido por L50 y L53.

8. La coleccion de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que dichos polipéptidos de anticuerpos
comprenden la secuencia de aminodcidos de las posiciones 1-113 de la Fig 2.

9. La coleccién de una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 7, en la que dichos polipéptidos de anticuerpos
comprenden la secuencia de aminoécidos de las posiciones 130-237 de la Fig 2.

10. La coleccién de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 u 8, en la que dichos polipéptidos de anticuerpos
ademds comprenden una secuencia de polipéptidos de V.

11. La coleccién de la reivindicacion 10, en la que dicha secuencia de polipéptidos de V| es una secuencia de
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones de 5 a 8 6 10.

12. La coleccién de una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 7 6 9, en la que dichos polipéptidos de anticuerpos
ademds comprenden una secuencia de polipéptidos de Vy.

13. La coleccién de la reivindicacién 12, en la que dicha secuencia de polipéptidos de Vi es una secuencia de
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones de 1 a4 6 9.

14. La coleccién de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, 6, 10 u 11 en la que los miembros de dicha
coleccién se unen al ligando genérico Proteina A.

15. La coleccién de una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 7, 9, 10 u 11 en la que los miembros de dicha
coleccioén se unen al ligando genérico Proteina L.

16. La coleccién de cualquier reivindicacién precedente en la que dichos polipéptidos de anticuerpos son polipép-
tidos scFv o Fab.

17. La coleccién de cualquier reivindicacién precedente, en la que dichos bucles se diversifican a través del uso de
un codon NNK, un codén DVT o un codén DVY.

18. Un procedimiento de preparar una coleccién de polipéptidos de anticuerpos indiferenciados, comprendiendo
el procedimiento:

a) proporcionar una pluralidad de 4cidos nucleicos constituidos por 4cidos nucleicos que cada uno codifica un
polipéptido de anticuerpo que comprende un dominio Vy, en el que cada dominio Vi comprende la estructura canénica
del bucle hipervariable H1 codificado por el segmento DP-47 del gen Vy de la linea germinal humana,
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b) introducir diversidad en los 4cidos nucleicos comprendidos por dicha pluralidad proporcionando diversidad a
uno o més restos aminoacidicos que se seleccionan a partir del grupo constituido por H31, H33 y H35 de una pluralidad
de dichos dominios Vy; y

¢) expresar los polipéptidos codificados por dicha pluralidad de acidos nucleicos, mediante lo cual se produce
una coleccidon de polipéptidos de anticuerpos que comprenden dominios Vy diversificados, teniendo los dominios Vy
diversificados las estructuras canénicas del bucle hipervariable H1 codificado por el segmento DP-47 del gen Vy de la
linea germinal humana.

19. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 18, que ademds comprende la etapa:

(d) seleccionar la coleccién contra un ligando diana contra el que no se han seleccionado los polipéptidos de los
anticuerpos de la etapa (a).

20. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 18 o con la reivindicacién 19, en el que cada dominio Vy
ademds comprende un bucle H2 que tiene la estructura canénica del bucle H2 del segmento DP-47 del gen Vy de la
linea germinal humana.

21. Un procedimiento de preparar una coleccién de polipéptidos de anticuerpos, comprendiendo el procedimiento:

a) proporcionar una pluralidad de 4cidos nucleicos constituidos por 4cidos nucleicos que cada uno codifica un
polipéptido de anticuerpo que comprende un dominio Vi, en el que cada dominio V; comprende la estructura canénica
del bucle hipervariable L1 codificado por el segmento DPK9 del gen V. de la linea germinal humana,

b) introducir diversidad en los 4cidos nucleicos comprendidos por dicha pluralidad proporcionando diversidad a
uno o mds restos aminoacidicos en una o mds CDR de una pluralidad de dichos dominios Vy;y

¢) expresar los polipéptidos codificados por dicha pluralidad de 4acidos nucleicos, mediante lo cual se produce
una coleccidn de polipéptidos de anticuerpos que comprenden dominios V. diversificados, teniendo los dominios Vi,
diversificados la estructura candénica del bucle hipervariable L1 codificado por el segmento DPK9 del gen V, de la
linea germinal humana.

22. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 18, en el que la coleccién de Vi es indiferenciada.

23. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 18 o con la reivindicacion 19, en el que cada dominio Vi,
ademds comprende un bucle L2 que tiene la estructura candnica del bucle L2 del segmento DPK9 del gen V. de la
linea germinal humana.

24. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 18 a 23, en el que en la etapa (a), dicha pluralidad
de 4cidos nucleicos son idénticos.

25. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 18 a 23, en el que en la etapa (a), dicha pluralidad
de 4cidos nucleicos codifican dominios variables idénticos.

26. Un procedimiento de preparar una coleccion de polipéptidos de anticuerpos indiferenciados, comprendiendo
el procedimiento:

a) proporcionar una unica secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido de anticuerpo que comprende un
dominio Vy, en el que el dominio Vi comprende la estructura candnica del bucle hipervariable H1 codificado por el
segmento DP-47 del gen Vy de la linea germinal humana,

b) amplificar e introducir diversidad en la secuencia de nucle6tidos en uno o mdas restos aminoacidicos que se
seleccionan a partir del grupo constituido por H31, H33 y H35, produciendo asi una pluralidad de secuencias de
nucledétidos diversas que codifican dominios Vy; y

¢) expresar los polipéptidos codificados por dicha pluralidad de secuencias de nucledtidos, mediante lo cual se
produce una coleccién de polipéptidos de anticuerpos que comprenden dominios Vy diversificados, teniendo los do-
minios Vy diversificados las estructuras candnicas del bucle hipervariable H1 codificado por el segmento DP-47 del
gen Vy de la linea germinal humana.

27. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 26, en el que cada dominio Vi ademds comprende un bucle
H2 que tiene la estructura canénica del bucle H2 del segmento DP-47 del gen Vy de la linea germinal humana.

28. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 26 o con la reivindicacién 27, en el que la tinica secuencia
de nucleétidos de la etapa (a) codifica el segmento DP-47 de la linea germinal humana.

29. Un procedimiento de preparar una coleccion de polipéptidos de anticuerpos, comprendiendo el procedimiento:
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a) proporcionar una unica secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido de anticuerpo que comprende un
domino Vi, en el que el domino V; comprende las estructuras canénicas del bucle hipervariable L1 codificado por el
segmento DPK9 del gen V| de la linea germinal humana,

b) amplificar e introducir diversidad en la secuencia de nucleétidos en uno o mas restos aminoacidicos en una o
mas CDR de dicho domino V| ; produciendo asi una pluralidad de secuencias de nucleétidos diversas que codifican
dominios Vi ;y

¢) expresar los polipéptidos codificados por dicha pluralidad de secuencias de nucle6tidos, mediante lo cual se pro-
duce una coleccién de polipéptidos de anticuerpos que comprenden dominios Vi, diversificados, teniendo los dominios
V. diversificados las estructuras canénicas del bucle hipervariable L1 codificado por el segmento DPK9 del gen V| de
la linea germinal humana.

30. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 29, en el que cada dominio Vi ademds comprende un bucle
L2 que tiene la estructura canénica del bucle L2 del segmento DPK9 del gen V| de la linea germinal humana.

31. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 29 o con la reivindicacién 30, en el que la coleccién de Vi
es indiferenciada.

32. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 18 a 31, en el que dicha diversidad se introduce a
través del uso de un codén NNK, un codén DVT o un codén DVY.

33. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 18 a 32, en el que dicha diversidad se introduce en
posiciones seleccionadas de dicha pluralidad de dominios variables.

34. El procedimiento de la reivindicacidn 33 en el que dicha diversidad se introduce en uno o més de los restos
aminoacidicos que se seleccionan a partir del grupo constituido por H31, H33, H35, H50, H52, H52a, H53, H55,
H56, H95, H96, H97 y HI98 codificados por el segmento DP-47 del gen Vy de la linea germinal humana; o del grupo
constituido por L30, L31, L32, .34, L50 y L53 codificado por el segmento DPK9 del gen V| de la linea germinal
humana.

35. El procedimiento de la reivindicacién 34 en el que dicha diversidad se introduce en cada uno de los restos
aminoacidicos H31, H33 y H35 codificados por el segmento DP-47 del gen Vy de la linea germinal humana.

36. El procedimiento de la reivindicacién 34 en el que dicha diversidad se introduce en cada uno de los restos
aminoacidicos H31, H33’, H35, H50, H52, H52a, H53, H55, H56, H95, H96, H97 y H98 codificados por el segmento
DP-47 del gen Vy de la linea germinal humana; o del grupo constituido por L30, L31, L32, .34, L50 y L53 codificados
por el segmento DPK9 del gen V| de la linea germinal humana.

37. El uso de una coleccién indiferenciada de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17 en la
seleccion de una molécula de anticuerpo contra un ligando diana, en el que la coleccién indiferenciada comprende
moléculas de anticuerpos que no tienen especificidad por un ligando diana predeterminado.

38. El uso de una coleccién indiferenciada de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17 en la

seleccion de una molécula de anticuerpo contra un ligando diana, en el que las moléculas de anticuerpos comprendidos
por la coleccién no han sido preseleccionadas con el ligando diana.
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Coleccion NKK "primaria" antes de la preseleccion
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Figura 5a

Coleccion DVT sin seleccionar
Coleccion DVT preseleccionada
Patron — 10 ug/mi

Patron ~ 20 pg/ml

Patron — 40 pg/ml

Patron — 80 pg/ml

Figura 5b
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Dilucion para la sefial semimaxima en ELISA
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Figura 6
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